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(57) Abstract 

The invention concerns a novel method for sensitising antigen-presenting cells, novel means for implementing the method, and novel 
membrane vesicles with immunogenic properties. The invention concerns particularly tcxosomcs (vesicles derived from tumour cells ) and 
dexosomcs (vesicles derived from dendritic cells loaded with antigens or not), and their use for vectoring and presenting antigens in vitro 
or in vivo and methods or compositions for treating cancers, infectious, parasitic or autoimmune diseases in particular. 

(57) Abr^g^ 

LMnvcntion a pour objet un nouveau proc^d6 dc sensibilisaiion de cellules pr6scntatrices d'antigine, dc nouveaux moyens pour la 
mise en oeuvre du proc^^, et dc nouvelles v6siculcs mcmbranaircs ayant un pouvoir immunogfenc. L* invention conceme en particulicr 
des texosomes (vfeicules d6riv6es de cellules tumorales) et des dexosomes (v6sicules d6riv6es de cellules dendritiques charges ou non 
en antigfencs), et leur utilisation pour la vectorisation ci la presentation d*antigincs in vitro ou in vivo ainsi que dans des m^thodes ou 
compositions pour le traitement dc cancers, maladies infeciieuses. parasitaires ou autoiummunes notamment. 
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VESICULE CELLULAIRE DENOMMEE "EXOSOME'\ LEUR PREPARATION ET UTILISATION DANS LA STIMU- 
LATION D'LfNE REPONSE IMMUNTTAIRE 

L'invention a pour objet un nouveau procede de sensibilisation de 
cellules presentatrices d'antigene. de nouveaux moyens pour la mise en oeuvre 
5 du procede. et de nouvelles v6sicules membranaires ayant un pouvoir 
immunog^ne. 

■ Depuis la demonstration de I'existence de lymphocytes T 
cytotoxiques CD8+ sp6cifiques d'antigenes tumdraux pr6sent6s dans le contexte 
des molecules de classe I (Rosenberg et colL, 1996; Boon. 1992). plusieurs 
10 laboratoires ont pu montrer que Timmunotherapie anti-tumorale est une strategie 
therapeutique efficace dans les modeles animaux (Pardoll. 1995). Le principe de 
rimmunotherapie est d'induire une r^ponse immunitaire efficace centre des 
^ antigenes sp6cifiques de tumours. A present, cela a pu etre effectu6 de 
diff6rentes fa?ons. Tout d'abord. des cellules tumorales exprimant des molecules de 
15 co-stimulation recombinantes et/ou des cytokines immunomodulatrices sont capables de 
stimuler des r6ponses antl-tumorales capables d'eradiquer des tumeurs solides in vivo 
(Zitvogel et coll., 1996 [a]). De meme, des peptides derives d'antigdnes tumoraux (ou 
d'antigenes exogenes exprimes dans les cellules tumorales) injectes sous differentes 
fomnes chimiques y compris Tutilisation de liposomes ou de virus {adenovirus ou 
20 poxvirus par exemple) comme vecteurs. sont capables de faire regresser des tumeurs. 
Finalement, des cellules presentatrices d'antigenes professionnelles. comme les cellules 
dendritiques sensibilis6es avec des peptides derives d'antigene tumoraux. re-injectees in 
vivo induisent des reponses anti-tumorales puissantes. ainsi que la regression de 
tumeurs solides 6tablies de la souris (Mayordomo et coll.. 1995). 
25 L'immunotherapie basee sur Tutilisation des cellules dendritiques a pu montrer 

son efficacite dans les etudes r6alisees chez la souris. De ce fait, cette therapie a 6te 
r6cemment transpos6e en clinique. Aux Etats-Unis. des essais sont actuellement en 
cours afin de demontrer que des cellules dendritiques chargees de peptides tumoraux 
augmentent de fagon significative la frequence de cellules T cytotoxiques specifiques 
30 (CTL). 

Une premiere limitation a cette approche est la sensibilisation des cellules 
dendritiques avec des peptides derives d'antigenes tumoraux. En effet. dans la 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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majorite des tumeurs, des antigenes specifiques n'ont pas ete identifies. Des 
antigenes specifiques de la tumeur sont seulement connus dans des cas de 
tumeurs induites par des virus (carcinome du col uterin), dans des cas de 
m6lanome (antigenes du soi, antigenes mutes, antigenes de differentiation) ou 
dans un petit pourcentage de tumeurs du sein (oncogenes, ou produits de genes 
suppresseurs de tumeur ayant subi des mutations). Cependant, ['implication 
directe de ces peptides ou antigenes tumoraux dans relimination des tumeurs 
Chez rhomme reste a d6montrer. Des methodes nouvelles de sensibilisation des 
cellules presentatrices d'antig^nes telles que les cellules dendritiques s'averent 
done n6cessaires. Ces methodes ont pour but d'induire des reporises anti- 
tumorales sp6cifiques dans le contexte de molecules de classe I et de classe 11 
duCMH. 

La plupart des methodes de, sensibilisation de cellules dendritiques mises 
en oeuvre a present utilisent des peptides correspondant ^ des epitopes 
presentes en association avec les molecules de classe I et identifies dans les 
cellules tumorales grSce a des clones de CTLs sp6cifiques de la tumeur. 
Cependant. ces m6thodes ne sont vraisemblablement pas optimales car elles ne 
tiennent pas compte des Epitopes reconnus dans le contexte des molecules de 
classe II qui sont critiques pour la proliferation des lymphocytes T auxiliaires 
necessaires a Tobtention des r6ponses cytotoxiques optimales. De plus, des 
Epitopes pr6sentes par les cellules tumorales et ceux presentes par les cellules 
presentatrices d'antigenes (comme par exemple les cellules dendritiques), ne 
sont probablement pas les memes. Finalement. des peptides tumoraux reconnus 
par les CTL sont seulement disponibles pour un petit pourcentage de patients 
ayant des molecules de classe I d*haplotype appropri6. 

La methode de sensibilisation ideale, de fa9ori a pouvoir etre appliquee S 
n'importe quelle tumeur avec un risque minimal dimmunoselection, ne doit pas 
etre restreinte S un petit nombre d'antigenes tumoraux identifies. De meme, une 
telle m6thode devrait utiliser des antigenes proteiques intacts plutot que des 
peptides, afin de permettre a la cellule dendritique de les pr6parer et de 
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presenter la combinaison adequate de peptides en association avec les 
mol6cules de classe I et de classe II, et cela pour tout I'ndividu. 

R6cemment. Gilboa et collaborateurs (Boczkowsky et coll., 1996) ont pu 
montrer que des ARN- messagers prepares a partir de biopsies de tumeurs 
5 charges dans les cellules dendritiques peuvent avoir un effet anti-tumoral in vivo, 
Cependant les ARN sont tr6s instables et la quantite d'ARN potentiellement 
int6ressant connpar6 a TARN total est vraisemblablement tr^s faible. Zitvogel et 
coll., (Zitvogel et coll.. 1996 [b]) ont montre que des peptides tunnoraux prepares 
^ partir d'un 6luat acide de tumeurs (eluat peptidique acide ; EPA) peuvent etre 
10 utilises pour charger des cellules dendritiques. Ces cellules ainsi charg6es. une 
fois injectees, ont la capacite de faire regresser des tumeurs. Cependant, dans le 
cas de tumeurs n'exprimant pas de molecules de classe r(qui repr6sehtent la 
majorite des tumeurs humaines metastatiques), ou dans le cas de tumeurs qui 
ne peuvent pas etre dissoci6es en une suspension cellulaire. Tapproche utilisant 
15 les eluats acides n'est pas tr6s efficace et n'est pas reproductible. 

Une deuxieme limitation a Timmunotherapie basee sur Temploi de cellules 
dendritiques est liee aux changements phenotypiques qui peuvent survenir 
lorsque ces cellules sont maintenues en culture, ou soumises ^ differents 
traitements. Ceci peut en effet cpnduire a des populations cellulaires peu 
20 homog6nes et insuffisamment caract6risees pour un usage therapeutique. 

[I existe done un reel besoin d'ameliorer les methodes de sensibilisation 
des cellules pr6sentatrices d'antigenes, afin d'augmenter I'efficacit^ de ces 
approches et d'elargir leurs applications, ainsi que d'elaborer de nouveaux 
moyens de vectorisation d'antigenes ou autres molecules. 
25 La pr6sente invention apporte des solutions a ces questions. La presente 

invention a en effet pour objectif de fournir de nouvelles methodes de 
sensibilisation de cellules pr6sentatrices d'antig^ne, notamment des cellules 
dendritiques. ainsi que Tidentification. Tisolement et la cai^acterisation des 
nouvelles v6sicules membranaires ayant des proprietes immunogenes 
30 remarquables. 
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L'un des aspects de Tinvention est plus.particuliejrement de proposer un 
nouveau proc6de reproductible de sensibilisation de cellules pr6sentatrices 
d'antigene par des antigfenes tumoraux. 

L'un des autres aspects de Tinvention est de proposer un nouveau 
5 procede reproductible de sensibilisation de cellules presentatrices d'antigene par 
des antigenes tumoraux. dans lequel i! n'est pas n6cessaire que les antigenes 
tumoraux soient connus. 

L'un des autres aspect de {'invention est de proposer les moyens 
permettant d'etablir une banque d'antigenes tumoraux. 
10 . Un autre aspect de I'invention reside dans des v6sicules membranaires. 

lipidiques, produites par les cellules tumorales ou par les cellules dendritiques. et 
douees de propriet6s immunogenes, ainsi que leur utilisation pour la production 
de banques d'antigenes, la sensibilisation de cellules presentatrices d'antigenes 
ou la vectorisation d'antigenes. notamment dans le cadre d'approches 
15 immunotherapeutiques. 

A cet egard, un premier objet de I'invention concerne une vesicule derivee 
de cellules tumorales ayant les caracteristiques suivantes : 

- elle est debarrassee de son environnement naturel. 

- elle comprend une bicouche lipidique (designee par "surface") qui 
20 entoure une fraction cytosolique. 

et eventuellement, 

- elle presente sur sa surface des molecules de classe I du 
complexe majeur d'histocompatibilit6 (CMH) et/ou de classe II du compiexe 
majeur d'histocompatibilite (CMH), 6ventuellement charg6es en peptides 

25 antig6niques et/ou des molecules d'adhesion et/ou des molecules de co- 
stimulation lymphocytaire, et/ou. 

- elle contient dans sa fraction cytosolique des molecules 
antig6niques tumorales et/ou des immunomodulateurs et/ou chemo-attracteurs 
et/ou hormones et/ou des acides nucleiques. 

30 La secretion des v6sicules par des cellules est un ph§nomene decrit dans 

I'art ant6rieur (reticulocytes, lymphocytes B. macrophages). Ces v6sicules sont 
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g6n6ralement designees par le terme g6n6rique "exosome" qui reflete leur 
m6canisme de production par exocytose de vesicules internes. Cependant, le 
role physiologique de ces vesicules n'a pas 6te vraiment etabli. De plus, les 
caracteristiques structurales, les propri6tes et les fonctions de ces vesicules sont. 
5 variables selon le type cellulaire dont elles sont issues, 

De fa?on inattendue, les inventeurs ont nnaintenant mis en 6vidence que 
les cellules tumorales sont capabies de secr6ter des v6sicules presentant des 
propriet6s imnnunog^nes particulierement interessantes. Ces vesicules 
correspondent g6neralement a une vesicule interne contenue dans un endosome 

10 d'une cellule tumorale et s6cr6tee par ladite cellule tumorale suite ^ la fusion de 
la membrane exteme du susdit endosome avec la membrane cytoplasmique de 
la susdite cellule tumorale. En raison de ce mecanisme de formation, de leur 
cellule d'origine et de leurs caracteristiques et proprietes fonctionnelles 
originales, ces v6sicules sont designees dans ce qui suit par le terme 

15 "texosome"; 

Uexpression "debarrassee de son environnement naturel" signifie que la 
v6sicule est s6par6e physiquement de la cellule dont elle est issue, ou encore 
qu'elle est partiellement isol6e ou purifi6e. Generalement, la vesicule est done 
produite par la. cellule par exocytose, puis partiellement isolee ou purlfiee de 

20 maniere ^ obtentr une composition enrichie. Cette expression peut egalement 
signifter que, non seulement la vesicule a ete secretee par la cellule lors de la 
fusion des endosomes multiv6siculaires avec la membrane plasmique. mais 
qu'elle n'est plus entour6e des elements solubles qui sont dans le lumen de 
Tendosome, ou qu'elle est d6pourvue de cellules intactes. L'expression "deriv6e 

25 de cellule tumorale" signifie que la vesicule possede des elements structuraux 
d'une cellule tumorale. Cette vesicule est generalement "d6rivee" d'une cellule 
tumorale dans le sens ou elle est produite, au moins en partie, puis liberee par 
, une cellule tumorale, d un stade donne de son developpement. 

Selon un mode de realisation avantageux, les texosomes de I'invention 

3D pr6sentent des molecules du CMH charg6es en peptides antig6niques et/ou 
expriment des molecules d'adhesion et/ou expriment des molecules de co- 
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stimulation lymphocytaire. mais sont depourvus, dans leur fraction cytosolique. 
de molecules antig6niques tumorales et d'immunomodulateurs et d'acides 
nucleiques. 

Selon un autre mode de realisation avantageux. les texosomes de 
5 ['invention sont tels que les molecules du CMH sont "vides", c'est-a-dire non 
charg6es de peptides antig6niques et les texosomes comprennent, dans leur 
fraction cytosolique, des molecules antig6niques tumorales, des 
immunomodulateurs et/ou des acides nucleiques. Des texosomes ayant des 
molecules du CMH vides peuvent. etre obtenues soit a partir de cellules 
10 tumorales pr6sentant par exemple une d6ficience pour le transporteur de 
peptides (TAP)., soit par lavage de texosomes ou de cellules tumorales, afin 
d'6luer les peptide associ6s aux molecules du CMH. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, les texosomes de 
rinvention sont tels que les molecules du CMH sont charg6es en peptides 
15 antig6niques et/ou expriment des molecules d'adhesion et/ou en molecules de- 
co-stimulation lymphocytaire et les texosomes contiennent dans leur fraction 
cytosolique des molecules antigeniques tumorales, des immunomodulateurs 
et/ou des acides nucleiques. 

Le terme "cellules tumorales" englobe de maniere generale toute cellule 
20 provenant d'une tumeur. par exemple une tumeur solide ou liquide, ainsi que les 
cellules transformees ou immortaiisees in vitro. II s'agit de preference d'une 
tumeur solide, ascitique ou h6matopoTetique. 

On peut citer, ^ titre d'exemple, des cellules de cancer de type melanome 
malin (provenant de Iign6es primaires etablies "ex wVo" ou bien de cellules 
25 dissoci§es provenant de la piece op6ratoire) qui expriment ^ leur surface des 
peptides comme MART-1/Melan-A, dans le contexte CMH - classe 1. HLA-A 02- 
01 , et contenant Tantigene proteique MART-1 . 

On peut 6galement citer des cellules provenant de cancer du rein 
(adenocarcinome a cellules claires) ou de Ieuc6mies dont les cellules expriment 
30 des produits sp6cifiques de translocation. 
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Ainsi» les peptides antigeniques susceptibles de charger les molecules du 
CMH proviennent par exemple des antigenes suivants : ceux provenant de 
m6lanomes tels que : MART-1, tyrosinase. MAGE-1/2/3. P53 (dans diff^rentes 
tumeurs) ou Her2/Neu, PSA. CEA ou encore PSMA. D'autres antigenes 
5 tumoraux sent cit6s par exemple dans Tarticle de Rosenberg (Immunology Today 
18 (1997) 175) incorpor6 d la pr6sente par reference. 

Plus g6n§ralement. on peut citer des produits de fusion/translocation, 
d'oncogSnes ou d'anti-oncogenes, ou bien des antigenes de diffe re n elation ou 
des peptides du soi ou peptides mutes. 
10 Par molecules de co-stimulation lymphocytaire, on designe par exemple 

des molecules qui donnent aux lymphocytes T des signaux complementaires a 
ceux donn6s lors de Tinteractidn des complexes Molecule de classe I et II - 
peptide avec le r6cepteur des cellules T. . 

On peut citer. ^ titre d'exemple : 
15 CD80. CD86. ICAM, LFA, CD40, certains membres de la famille TNF R'et 

des molecules d'adh6sion ou de chemo attraction (permettant le contact entre la 
cellule professionnelle pr6sentatrice d'antigene et les lymphocytes effecteurs. ou 
le transport intracellulaire/localisation specifique ("trafficking/homing") d'autres 
cellules au site vaccinal ou inflammatoire. 
20 Les molecules antig6niques tumorales contenues dans le cytosol ou 

presentees par les texosomes proviennent de prot6ines exprimees de fagon 
selective et/ou abondante par les cellules tumorales. 

Les immunomodulateurs qui peuvent etre presents dans le cytosol des 
texosomes sont par exemple : 
25 - TNF-a. ou 

- Interieukine 1. ou 

- Interieukine 15, ou * 

- C-CR (chemokines). 

Les acides nucleiques susceptibles d'etre presents dans le cytosol des 
30 texosomes proviennent de la cellule tumorale elle-m§me. Ces acides nucleiques 
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se trouvent dans le cytosol des texosomes en consequence directe de leur 
m6canisme de formation. II peut aussi s'agir d'acides nucleiques het6rologues. 

Des caracteristiques plus particulieres des texosomes de Tinvention sont 
les suivantes : 

5, - ce sont de petites v6sicules membranaires de 60 a 100 nm environ, le 

plus souvent de 60 a 90 nm environ, notamment de 60 a 80 nm. s6cret6es par 
les cellules tumorales. 

- ils poss6dent des molecules normalement presentes dans les 
endosomes. 

10 - ils contiennent des antigenes tumoraux. comme par exemple MART-1 

dans le cas de cellules de melanome. 

- ils sont depoufvus de cellules mortes. et/ou debris cellulaires 

- ils sont d6poun/us de contaminants tels que contaminants 
nnembranaires, reticulum endoplasmique. appareil de Golgi. mitochondries ou 

15 constituants de noyaux. 

- lis portent a leur membrane des molecules de classe I / II fonctionnelles 
chargees de peptides antig6niques tumoraux. 

- ils peuvent stimuler in vitro la proliferation de lymphocytes T specifiques, 

- ils peuvent sensibiliser in vivo et in vitro des cellules dendritiques 
20 capables ensuite d'activer des cellules T specifiques de la tumeur, 

- ils presentent la capacite lorsqu'ils sont inocules in vivo, notamment en 
intradermique. de faire regresser des tumeurs solides etablies. 

- ils portent des molecules de costimulation lymphocytaire telles que CD40 
et CD80. et/ou. 

25 - ils contiennent la proteine {"heat-shock") HSP70. 

- ils sont depourvus de la proteine gp96. 

- ils contiennent des interleukines. ou des chemo-attractants ou des 
immunomodulateurs. 

Une autre caracteristique interessante des texosomes est qu'ils 
30 contiennent de la phosphatidyiserine dans leur feuillet externe. La 
phosphatidyls6rine (PS) est un des composants majeurs des membranes 
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cellulaires, normalement present tres majoritairement dans le feuillet interne des 
bicouches lipidiques. Dans certaines circonstances, comme les 6tapes pr6coces 
de rapoptose. la PS est re-distribu6e vers le feuillet exteme. La presence de PS 
dans le feuillet exteme de la membrane cytoplasmique des cellules apoptotiques 
constitue un signal de reconnaissance par les macrophages. Afin de determiner 
si la PS est expos6e ^ la surface des texosomes, des preparations d'exosomes 
purifi6s a partir de sumageants des cellules de m6lanome humain FON ont 6t6 
analys6es par la methode decrite par Aupeix et al. (J. Clin. Invest. 99; 1546- 
1554, 1997). La teneur en phosphatidyiserine dans le . feuillet exteme des 
echantillons FON (contenant,390 microg/ml de proteines) est de 460 nM de PS, 
Les exosomes contiennent done des quantites importantes de PS dans leur 
feuillet externe. 

Des tests permettant de verifier que les texosomes de Tinvention 
possedent des molecules normalement presentes dans les endosomes 
consistent en la microscopie electronique et i'immunoempreinte (Western Blot). 
Ces tests permettent de montrer que les texosomes de I'invention expriment le 
r6cepteur de la transferine. des molecules LAMP ("lysozome associated 
membrane protein" : prot§ine membranaire associee au tysozome). ..des 
molecules de classe I / II. des antigenes tumoraux. 

Un test permettant de verifier que les texosomes de I'invention sont 
depourvus de contaminants est la microscopie Electronique et immunoempreinte 
avec des anticorps anti-calnexine qui est presente dans le reticulum 
endoptasmique. 

Un test permettant de verifier que les texosomes portent a leur membrane 
des mol6cules de classe l/ll fonctionnelles chargees de peptides antigeniques 
tumoraux consiste en une presentation antigenique a des lymphocytes T 
sp6cifiques des antigenes de la tumeur concernee (tests de proliferation de 
clones T sp6cifiques d'antigenes et CMH classe I restreints). 

. On peut egalement utiliser un test de s6cr6tion de cytokines (IFNy. GM- 
CSF. TNFp) par les clones T sus-cites. 
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Un test pemnettant de verifier quit y a sensibiiisation in vivo et in vitro des 
cellules dendritiques capables d'activer des cellules T sp^cifiques de la tumeur 
est donn6 par la Figure 7 (test de proliferation et/ou s6cr6tion de cytokines par 
les clones T sp6cifiques d'antigenes, par la m6thode de sensibiiisation crois6e 
5 ("cross-prinning'*) : texosomes d'une tumeur MART-1+, HLA-A2- charges sur une 
cellule dendritique MART-1-, HLA-A2+), 

Un test permettant de verifier que les texosomes pr6sentent la capacity, 
lorsqu'ils sont inocules, notamment en intradermique, de faire regresser des 
tumeurs solides 6tablies est donne a la figure 6. 
10 A titre d'exemple, on pratique une injection de 10 a 40 pg de texosomes 

de tumeur en intradermique du c6t6 homolateral a la tumeur etablie depuis 3 ^ 
10 jours ; on observe Tanimal porteur de la tumeur et la disparitlon progressive 
de la tumeur etablie en 7 a 10 jours (chez les rongeurs de type souris). 

Un texosome avantageux de Tinvention est constitue par un texosome tel 
15 que defini ci-dessus et presentant sur sa surface des molecules de classe I et/ou 
de classe II du CMH, eventuellement chargee en peptides antigeniques et 
contenant dans sa fraction cytosolique des molecules antigeniques tumorales. 
Plus particuiierement, le texosome prefere comprend egalement une ou plusieurs 
molecules de co-stimulation lymphocytaire et/ou la proteine HSP70. Dans un 
20 mode particulier de realisation, le texosome est depourvu de la proteine gp96. 

Selon un mode de realisation avantageux. Tinvention concerne un 
texosome tel que defini ci-dessus. 

- exprimant a sa surface des molecules de classe I et/ou de classe II du 
complexe majeur d'histocompatibilit6 (CMH), et/ou des antigenes 

25 caracteristiques de tumeurs et/ou des molecules de co-istimulation 
lymphocytaire/adhesion et/ou des immunomodulateurs, et/ou chemo-attractants, 
exogenes par rapport a la cellule tumorale dont derive Texosome. ou 

- contenant des antigenes tumoraux et/ou des immunomodulateurs et/ou 
des acides nucieiques ou des agents cytotoxiques ou des hormones exogenes 

30 par rapport a la cellule tumorale dont derive Texosome, 
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L'invention conceme 6galement un proc6de de preparation de texosomes 
tels que definis ci-dessus. Ce precede comprend avantageusement une 6tape de 
mise S disposition d'un echantillon biologique et une 6tape d'isolement de 
texosomes a partir dudit echantillon, 
5 L'echantillon biologique est avantageusement constitue de fractions 

membranaires, de sumageants de culture ou de lysats de cellules tumorales. ou 
bien de suspensions tumorales fraTches. 

L'echantillon biologique peut provenir de pieces tumorales op6ratoires 
apr6s excision ciiirurgicale (1er cas) ou bien d'organes porteurs de tumeur 
10 (organe excise chimrgicalement) (2eme cas), que Ton traite par dissociation 
m6canique (1 er cas) ou par perfusion prolong^e (2eme cas).. 

. La suspension cellulaire finale est traitee de la meme maniere que les 
sumageants de culture. 

II peut aussi s'agir de cellules traitees par cong6lation/decong6lation en 
15 plusieurs cycles successifs. 

Seion un mode de realisation avantageux. l'echantillon biologique utilise 
dans le proced6 de Tinvention est : 

- un pr6l6vement de sang efferent de la veine de Torgane^tumoral isole, ou, 

- un prelevement de serum ou de plasma du sang circulant d'un patient. 

20 ou 

- le produit de drainage (serum physiologique contenant eventuellement 
de la dexamethasone. ou agent cytotoxique stinnulant Texocytose des 
texosomes) d*un organe excise chirurgicalement et traite ex wVo par circuit isole- 
perfuse pour le drainage de la tumeur qu'il porte, ou encore 

25 - le sumageant d'un explant tumoral dissoci6 in vitro, 

Le prelevement de sang efferent de I'organe tumoral isoie correspond a 20 
^ 50 ml de sang de la veine principale efferente de I'organe tumoral, preleve 
avant ['intervention d'ablation chirurgicale. 

Le produit de drainage d'un organe excis6 chirurgicalement et traite ex 
30 vivo par circuit isole-perfus6 ^ lieu de la fagon suivante. 
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Dans le cas d'organe pr6sentant une artere afferente et une veine 
efferente. on caracterise Tartere par une tubulure plastique branchee a une 
poche proclive contenant du s6njnn physiologique avec 6ventuellement d'autres 
agents. On draine Torgane et le liquide ressort par une autre tubulure 
5 catheterisant la veine. en declive (par exemple dans le cas du cancer du rein, ou 
d'un glioblastonne c6r6bral). 

La dexannethasone, contenue eventuellement dans le produit de drainage, 
a pour but d'augmenter le stress cellulaire et Texocystose des texosonnes hors de 
la cellule tumorale. 

^0 Le surnageant d'un explant tumoral dissoci6 in vitro est obtenu de la fagon 

suivante : 

- on precede a la dissociation mecanique de la tumeur conduisant a une 
suspension unicellulaire contenant des cellules tumorales et des cellules du 
stroma tunnoral et des cellules du systeme immunitaire ; cette suspension peut 

15 etre in^adiee et recup6r6e pour les ultracentrifugations differentielles. 

Comme indique ci-dessus, dans un mode particulier de mise en oeuvre du 
proc6de de Tinvention, i'echantillon biologique peut etre trait6 par un ou plusieurs 
agents stimulant la production de texosomes. Ce traitement peut comprendre 
raddition d'agents steroTdes (dexamethazone par exemple), d*agents 

20 pharmacologiques (par exemple des agents cytotoxiques tels que taxanes. cis- 
platine. etc), d'agents. susceptibles d'augmenter la quantite d'endosomes 
multivesiculaires et/ou une irradiation de Techantillon. 

S'agissant de I'in-adiation, elle doit etre suffisante pour provoquer Taction 
cytostatique des cellules tumorales. Uirradiation des cellules tumorales peut etre 

25 faite avant la mise en culture des cellules, ou pendant ou apr6s la mise en 
culture des cellules tumorales. Par ailleurs. .11 convient d'irradier quand les 
cellules tumorales sont vivantes, c'est-a-dire : 

- soil sur rorgane excise porteur de tumeur avant la perfusion, 

- soit sur les cellules en culture. 
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- soit sur la suspension cellulaire dissociee mecaniquement ; mais, dans 
tous les cas. avant souffrance cellulaire tumorale pour cause d'hypoxie/necrose 
vasculaire/deshydratation. 

S'agissant du traitement a I'aide de steroides, 11 permet de provoquer une 
5 activation cellulaire conduisant a Texocytose des texosomes. 

S'agissant du traitement a Taide d'agents pharmacolcgiques, il permet de : 

- modifier le cytosquelette et r6arranger les compartiments intracellulaires 
pour deregler les phenomenes d'intemalisation et d'exocytose. 

- depolymeriser les microtubules. 

10 S'agissant du traitement avec un agent susceptible d'augmenter la 

quantite d'endosomes multivesiculaires. il a lieu pendant la mise en culture des 
cellules, comme agent on peut citer le nocodazole, (drogue permettant de 
depolymeriser les microtubules), la bafilomycine (drogue inhibant les Atpases 
vacuolaires)(*Bafilomycins: A class of inhibitors of membrane ATPases from 

15 microorganisms, animal cells, and plant cells*' (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
.25:7972-7976), 

Un proc6de avantageux de preparation de texosomes selon Tinvention est 
effectu6 : 

a) soit ^ partir de cultures de cellules tumorales. et comprend: 
20 - une irradiation, a une intensite suffisante pour provoquer Taction 

cytostatique des cellules tumorales et ne depassant pas 15.000 rads 
avantageusement a environ 10.000 rads, des cellules tumorales avant, pendant 
ou aprds leur mise en culture, ou . 

• - un traitement, pendant la culture, des cellules tumorales. a Taide 

25 de steroides, par exemple dexam^thasone, ou d'agents cytotoxiques, par 
exemple 5-fluorouracile (5 Fu) ou cis-platine. docetaxel. anthracycline, poison du 
fuseau. antipyrimidique, ou d'interleukine par exemple IL10. IL2, IL15, GM-CSF, 
ou. 

- un traitement avec un agent susceptible d'augmenter la quantite 
30 d'endosomes multivesiculaires. par exemple le nocodazole (Gruenberg J. et.al., 
(1989) "Characterization of the Early Endosome and Putative Endocytic Camer 
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Vesicles In vivo and with an Assay of Vesicle Fusion In vitro" The Joumai of Cell 
Biology IQfi : 1301-1316) et done d'augmenter la production de texosomes, 

b) soit ^ partir d'un prelevennent de s6njm physiologique drainant un 
organe excis6 chinjrgicalennent et trait6 ex vivo par circuit isole-perfus6 pour le 

5 drainage de la tunneur qu'il porte, ou 

c) soit ^ partir du sumageant d'un expiant tumoral dissoci6 in vitro et 
comprenant : 

- un traitement a Taide de sterbYdes, par exennple dexamethasone, 
ou d'agents cytotoxiques, par exemple 5-fIuorouracile (5-Fu}; cis-platine. 

10 taxanes. bu dinterleukine par exennple IL-10. IL-2, GM-CSF. 

L'6tape d'isolement des texosomes peut etre r6alis6e seton diff6rentes 
techniques telles que la centrifugation, la chronnatographie. I'electrophor^se, la 
nanofiltration etc. II s'agit par exemple d'une centrifugation differentielle de 
fractions membranaires de sumageants de culture ou de lysats de cellules 

15 tumorales ou de suspensions tumorales fraTches et de recuperation de la ou des 
fraction(s) contenant lesdits exosomes (Raposo et al., J. Exp. Med. 1996. 183 : 
1161-1172). Dans ce mode particuiier de mise en oeuvre. la fraction 
membranaire de surnageants est celle obtenue apres ultracentrifuigation d 
100.000 g. II peut s'agir avantageusement d'une electrophorese en phase fluide, 

20 qui permet la separation de materiels biologiques d'apres leur charge. Les 
exemples qui suivent montrent que cette technique peut etre avantageusement 
utilisee pour Tisolement de texosomes avec de bons rendements. Cette 
technique est par aiileurs particulierement avantageuse sur le plan Industrie!. 

L'invention a aussi pour objet un procede de preparation de texosomes 

25 tels que. defini ci-dessus, comprenant en outre : 

- soit la modification genetique des cellules tumorales par des genes 
exogenes codant pour des molecules de ctasse I et/ou de classe II du complexe 
majeur d'histocompatibilite (CMH), et/ou des genes codant pour des antigenes 
caracteristiques de tumeurs et/ou des genes codant pour des molecules de co- 

30 stimulation/adhesion ou des chemokines attractantes. les produits de ces genes 
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exogenes pouvant se trouver exprim6s ^ la surface des texosomes et/ou etre 
s6questr6s ^ I*int6rieur des texosomes, 

- soit la modification in vitro des texosomes produits par les cellules 
tumorales, telle que rintroduction (par electroporation. par fusion avec un 

5 liposome synth6tique. par vinjs recombinant ou par m6thode chimique), de 
proteines ou d'acides nucl6iques ou medicaments pharmaceutiquement definis 
dans et/ou avec les texosomes, 

L'invention concerne 6galement les texosomes susceptibtes d'etre 
obtenus selon le proc6de decrit ci-dessus. 
10. Les texosomes des cellules tumorales transfectees comme indique ci- 

^ dessus sont recueillis et utilises comme vaccins tumoraux. 

Les texosomes modifies in vitro comme indique ci-dessus sont destines a 
delivrer la materiel exogSne a une cellule cible in vitro ou in vivo. 

S'agissant de la fusion avec un liposome synthetique, ce precede -.est 
15 realise par exemple comme indique dans Nabel et al. (1996) ou dans Walker. et 
al, (1997, Nature 2SZ, pages 61 etsuivantes). 

L'invention concerne egalement des cellules presentatrices d'antigenes. 
notamment lymphocytes B. macrophages, monocytes ou cellules dendritiques, 
charg6es en texosomes tels que definis ci-dessus. II s'agit avantageusement de 
20 cellules dendritiques. . 

Les cellules dendritiques de Tinvention ont notamment les caracteristiques 
suivantes : 

- dans des modeles de tumeurs qui n'expriment pas des molecules de 
classe I et qui, par consequent, n'ont pas la capacite de stimuler des cellules T 

25 CD8+, des cellules dendritiques chargees avec des texosomes de cellules 
tumorales, peuvent pr6senter ces peptides tumoraux S des cellules T 
cytotoxiques dans le contexte des molecules de classe 1 du CMH, 
(caracteristique n°1) 

- des cellules dendritiques chargees de texosomes de cellules tumorales 
30 inject6es en intraveineuse ou en sous-cutanee sont egalement tres efficaces 

(caracteristique n'*2). 
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Un test permettant de mettre en evidence la caracteristique n° 1 est le 
suivant 

Dans le systenne humain, un texosome de classe I negatif. incube en 
presence d'une cellule dendritique de classe I positive, peut permettre la 
5 stimulation de clones CD8+T sp6cifiques de Tantigene contenu dans le texosome 
(voir figure 7). 

Un test permettant de mettre en evidence la caracteristique n*'2 est le 
suivant. 

Dans uri systeme murin ou la tumeur est class6e I n6gative et ou les 
10 texosomes sont eux aussi depourvus en molecules de classe I, ces texosomes 
peuvent, lorsqu'ils sont incubes et charg6s sur les cellules dendritiques, medier 
une r^ponse immunitaire anti-tumorale alors que. seuls, en injection 
intradermique, lis ne le peuvent pias. 

L'invention concerne egalement un precede de preparation de cellules 
15 pr6sentatrices d'antigenes telles que definies ci-dessus, comprenant les etapes 
d'incubation de cellules presentatrices d'antigenes en presence de texosomes 
tels que definis ci-dessus et de recuperation des susdites cellules presentatrices 
d'antigene chargees du susdit texosome. 

L'invention concerne 6galement des cellules presentatrices chargees en 
20 texosomes et susceptibles d'etre obtenues par le procede decrit ci-dessus. 

Uinvention a egalement pour objet rutilisation de texosomes teis que 
definis ci-dessus. pour la sensibilisation de cellules presentatrices d'antigenes. 
notamment lymphocytes B, macrophages, monocytes ou cellules dendritiques ou 
pour la stimulation de lymphocytes T specifiques. 
25 L'invention concerne 6galement une v6sicule membranaire debarrass6e 

de son environnement nature!, secretee par des cellules presentatrices 
d'antigene charg6es en texosomes tels que definis ci-dessus. 

Pour obtenir ces vesicules membranaires definies ci-dessus, on peut avoir 
recours a un procede comprenant : 
30 - une etape de preparation d'un texosome tel que defini ci-dessus, 
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- une etape d'incubation d'un texosome avec des cellules pr6sentatrices 
d'antig^ne, 

- une 6tape de centrifugation diff6rentielle de fractions membranaires de 
sumageants de culture ou de lysats des susdites cellules presentatrlces 

5 d'antigenes. charg§es en texosomes et 

- une 6tape de r6cup6ration de la fraction contenant les susdites vesicules 
membranaires. 

L'invention a egalement pour objet des vesicules membranaires telles que 
definies ci-dessus et susceptibles d'etre obtenues selon le precede decrit ci- 
10 dessus. 

■ A cet egard, l'invention conceme des v6sicules membranaires produites 
par des cellules dendritiques. De maniere inattendue. les inventeurs ont en effet 
mis en evidence que les cellules dendritiques etaient capables de produire des 
v6sicules membranaires ayant des propri6tes immunogenes particulierement 
15 avantageuses. De telles vesicules ont en particulier et6 visualis6es. isplees et 
caract6ris6es a partir de sumageants de culture de cellules dendritiques. 
notamment de cellules dendritiques humaines immatures. Contrairement aux 
v6sicules decrites jusqu'a present, ces vesicules sont tout ^ fait avantageuses 
dans la mesure ou elles presentent. de maniere importante et simultanee. des 
20 molecules des complexes majeurs d'histocompatibilite des classes I et II. Ces 
v6sicules membranaires comprennent une bicouche lipidique entourant une 
fraction cytosolique. et sont designees dans ce qui suit par le terme "dexosome" 
en raison de leur origine et de leurs proprietes biochimiques et biologiques 
originales. Ces vesicules poss6dent en effet des propriet6s immunogenes 
25 remarquables puisqu'elles sont capables de stimuler la production et I'activite de 
lymphocytes T cytotoxiques, a la fois in vitro et in vivo, et qu'elles pennettent de 
supprimer in vivo la croissance de tumeurs etablies. d'une maniere dependante 
des lymphocytes T et restreinte au type de MHC. Les dexosomes constituent 
done des principes actifs particulierement. adaptes pour des approches non- 
30 cellulaires d'immunotherapie. 
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Des v6sicules membranaires particuli§res au sens de I'invention sont done 
des v6sicules susceptibles d'etre produites par des cellules dendritiques. et 
comportant une ou plusieurs molecules de complexe majeur d'histocompatibilite 
de classe I et une ou plusieurs molecules de complexe majeur 
5 d'histocompatibilite. de classe II. 

Les dexosomes comportent avantageusement des molecules de co- 
stimulation lymphocytaires. et en particulier des molecules CD63 et/ou CD82 
et/ou CD86, de preference au moins CD86. Les etudes presentees dans les 
exemples montrent en effet que les dexosomes sont fortement marques par des 
10 anticorps diriges specifiquement contre ces molecules de co-stimulation. 

Par ailleurs. les analyses en microscopie electronique montrent que les 
dexosomes sont homogenes et possedent un diametre compris entre 60 et 100 
nm environ, le plus souvent entre 60 et 90 nm environ. 

Une variante particulierement preferee de I'invention est done representee 
15 par un dexosome ayant un diametre compris entre 60 et 90 nm environ, obtenu a 
partird'une cellule dendritique, et comportant: 

- une ou plusieurs molecules du complexe majeur d'histocompatibilite de 
classe I, 

- une ou plusieurs molecules du complexe majeur d'histocompatibilite de 
20 classe II, 

- une ou plusieurs molecules CD63. 

- une ou plusieurs molecules CD86; et. 

- une ou plusieurs molecules CD82. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, les dexosomes 
comportent en outre un ou plusieurs peptides antigeniques et/ou sont obtenus ^ 
partir de cellules dendritiques immatures. 

Toujours selon un mode de realisation particulier, les dexosomes sont 
depourvus des marqueurs H2-M. chame li. et calnexine (un marqueur specifique 
du reticulum endoplasmique). 

□'autre part, toujours selon un mode de realisation avantageux. les 
dexosomes de I'invention comportent en outre de la phosphatidylserine (PS) dans 
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leur feuillet exteme. Ainsi, des preparations d'exosdmes purifies ^ partir de 
sumageants de cellules dendritiques d6riv§es de la moelle osseuse ont 6t§ 
analys6es par la m^thode decrite par Aupeix et al. (J. Clin. Invest. 99: 1546- 
1554, 1997). La teneur en phosphatidylsferine dans (e feuillet externe des 
6chantiIlons BMDC (contenant 35 mlcrog/ml de proteines). elle est de 80 nM de 
PS. Les dexosomes contiennent done des quantit§s Importantes de PS dans leur 
feuillet exteme. 

Les dexosomes peuvent etre pr6par6s selon une m6thodologie 
comprenant une premiere 6tape d'obtention de cellules dendritiques ou de 
culture cellulaire comprenant des cellules dendritiques, une deuxi^me etape, 
facultative, au cours de laquelle les cellules peuvent etre sensibilis6es a des 
antigenes d'inter^t. et une troisi^me etape comprenant la production de 
dexosomes ^ partir de ces cultures cellulaires. Ces differentes etapes peuvent 
etre realis^ies avantageusement selon les methodologies decrites ci-apres. 

Preparation des ppIIhIp.^ denriritiq iif>«; 

La premiere etape du precede comprend la mise ^ disposition d'une (de) 
culture(s) de cellules dendritiques. II peut s'agir de cultures de cellules enrichies 
en cellules dendritiques. voire de cultures cellulaires comprenant essentiellement 
des cellules dendritiques. Avantageusement. il s'agit bien evidemment de 
cellules dendritiques humaines. 

La preparation de cellules dendritiques a 6t6 bien documentee dans la 
Iitt6rature. Ainsi. il est connu que ces cellules peuvent etre obtenues a partir de 
cellules souches du systeme immunitaire ou a partir de precurseurs monocytes, 
ou encore isolees directement sous forme diff6renciee (Revue par Hart. Blood 90 
(1997)3245); 

L'obtention de cellules dendritiques a partir de cellules souches est 
illustr6e par exemple par Inaba et al. (J. Exp. Med. 176 (1992) 1693), Caux et al. 
(Nature 360 (1992) 258) ou Bernhard et al. (Cancer Res. 55 (1995) 1099). Ces 
travaux montrent notamment que des cellules dendritiques peuvent etre 
produites par culture de moelle osseuse en presence de Facteur de Stimulation 
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des Colonies de Granocytes-Macrophages (GM-CSF) ou, plus precisement. ^ 
partir de cellules souches hematopoietiques (CD34+) par culture en presence 
d'une combinaison de cytokines (GM-CSF + TNFa). 

L'obtention de cellules dendritiques ^ partir de precurseurs monocytes est 
lllustree par exemple par Romani et al. (J. Exp. Med. 180 (1994) 83), Sallusto et 
al. (J. Exp. Med. 179 (1994) 1109). Inaba et al. (J. Exp. Med. 175 (1992) 1157) 
ou encore Jansen et al. (J. Exp. Med. 170 (1989) 577): Ces m6thodologles 
reposent essentiellement sur le prelevement de cellules mononucl§es dans le 
sang et la mise en culture en presence de differentes combinaisons de 
cytokines. Une m6thode particuliere consiste ^ traiter les precurseur monocytes 
du sang en presence de combinaisons de cytokines telles que lnterleukine-4 + 
GM-CSF ou lnterieukine-13 + GM-CSF par exemple. Cette technique est 
6galement illustr^e par Mayordomo et al., 1995. Par ailleurs. il est egalement 
possible de traiter les precurseurs monocytes par des agents pharmacologiques 
15 de differenciation cellulaire. tels que des activateurs de canaux calciques. 

Une autre approche pour l'obtention de cellules dendrltique consiste a 
isoler. a partir d'echantillons biologiques, des cellules dendritiques deja 
differenciees. Cette approche a 6te decrite par exemple par Hsu et al. (Nature 
Medicine 2 (1996) 52). La methodologie decrite par cette equipe consiste 
essentiellement a recolter des echantillons de sang peripherique et ^ les traiter 
par differents gradients et centrifugations de mani^re a en extraire les cellules 
dendritiques. 

La methodologie privil§gi6e dans le cadre de la pr6sente invention repose 
sur la production de cellules dendritiques ^ partir de precurseurs monocytes ou 
de moelle osseuse. Ces methodologies sont illustrees dans les exemples. Plus 
particulierement. on prefere utiliser dans le cadre de la pr^sente invention des 
cellules dendritiques- obtenues par traitement de precurseurs monocytes 
(contenus dans le sang ou .la moelle) en presence d'une combinaison GM- 
CSF+IL-4 ou GM-CSF+IL-13. 

Par ailleurs. pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 
particulierement avantageux d'utiliser une population de cellules dendritiques 
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comprenant des cellules dendritlques immatures. Avantageusement, on utilise 
una population de cellules dendritlques compos§e principalement {i.e., au moins 
60%. de preference 70%) de cellules dendritlques immatures. L'6tat immature 
des cellules dendritlques correspond ^ un stade pr6coce de leur developpement, 
5 auque! elles pr6sentent une forte activite endocytique et expriment des niveaux 
faibles de molecules de classe I et ll du CMH et de molecules de co-stimulation 
lymphocytaire ^ leur surface. De manlere surprenante, les inventeurs ont en effet 
trouv6 que seules les cellules dendritlques immatures 6taient capables de 
produire des v6sicules merribranaires en quantite significative. Cette decouverte 
10 est d'autant plus surprenante que les cellules dendritlques au stade immatures 
sont connues pour leur faible capacite a stimuier les lymphocytes T. et done pour 
leur faible activity biologlque (Cella, Nature London. 388 (1997) 782). 

La premiere 6tape du procede de I'invention peut done comprendre . 
avantageusement la preparation d'une population de cellules dendritlques 
15 comprenant des cellules dendritlques immatures. notamment ^ partir- de 
pr6curseurs monocytes, plus particuli§rement par traitement avec une 
combinaison de cytokines telle que GM-CSF+IL-4 ou GM-CSF+IL-13. 

Par ailleurs, il est egalement possible d'utiliser dans le cadre de la. 
presente invention des populations de cellules dendritiques immortalisees. II peut 
20 s'agir de lignees de cellules dendritiques immortalisees (lignee D1 utilisee dans 
les exemples. ou tout autre lignee produite par example par introduction de 
I'oncogene myc dans les cellules dendritiques). II peut egalement s'agir de 
cellules dendritiques pr6parees puis Immortalisees in vitro. L'interet de cellules 
dendritiques immortalisees reside dans la constitution de .banques de cellules 
25 sensibilisees ^ des groupes d'antig^nes donnas, utilisables industriellement pour 
preparer des dexosomes susceptibles d'etre administres ^ des families entieres 
de patients. 

Lorsque les cellules dendritiques sont preparees, elles peuvent etre 
30 maintenues en culture, purifiees d'avantage. stockees ou uti[is6es directement 
dans les etapes suiyantes du proc6de. 
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Rftnsihilisatron des r^ Hules dendritig ufts 

Les dexosomes de I'invehtion peuvent etre prepares ^ partir de cellules 
dendritiques non charg6es en antig§nes, c'est-a-dire ne comportant pas 
5 d'antigenes determines dans leurs membranes ou leur cytosol. De tels 
dexosomes sont alors designes "naffs" ou "vierges". 

Selon un mode prefer^ de mise en oeuvre, les dexosomes de I'invention 
sont toutefois pr6par6s h partir de cellules dendritiques sensibllis6es a. un 
antig^ne ou a un groupe d'antigenes. Dans ce mode de realisation, les 
10 dexosomes sont en effet eux-memes porteurs dudit ou desdits antig^nes et sont 
ainsi capables d'induire une r6ponse a i'eneontre de ceux-ci. 

Diff6rentes techniques peuvent etre utilis6es pour sensibiliser les cellules 
dendritiques a des antigenes. Ces techniques ont et6 §voquees plus haut et 
comprennent notamment : 
15 - la mise en contact des cellules dendritiques avec des peptides 

antig6niques ("peptide pulsing"). Cette approche consiste ^ incuber les cellules 
dendritiques. pendant un temps variable (generalement de 30 minutes k 5 
heures environ) avec un ou plusieurs peptides antigeniques, c'est-a-dire avec un 
peptide issu d'un antigene, tel qu'ii pourrait resulter du traitement dudit antigene 
20 par une cellule presentatrice de I'antigene. Ce type d'approche a ete decrit par 
exemple pour des peptides antigeniques du virus HIV. de I'lnfluenza ou de HPV 
ou pour des peptides derives des antigenes Mut1. Mart, Her2 ou Neu par 
exemple (Macatonia et al.. J. Exp. Med. 169 (1989) 1255 ; TakahashI et al.. Int. 
Immunol. 5 (1993) 849 ; Porgador and Gilboa. J. Exp. Med. 182 (1995) 255 ; 
25 Ossevoort et al.. J. Immunother. 18 (1995) 86 ; Mayordomo et al., pr6cit6e ; 
Mehta-Damani et al., J. Immunol. (1994) 996)' II est §galement possible 
d'incuber les cellules dendritiques avec un 6Iuat peptidique aclde d'une cellule 
tumorale selon la methodologie decrite par Zitvogel et al. (1996, pr6citee). 

- la mise eh contact des cellules dendritiques avec un ou plusieurs 
30 antigenes ("antigen pulsing"). Cette approche consiste d incuber les cellules 
dendritiques non pas avec un ou plusieurs peptides antigeniques, mais avec le 
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ou les antig6nes intacts. L'interet de cette technique reside dans le fait que 
I'antig^ne va etre transforme en peptides antig6niques par les m6canrsmes 
naturels de la cellule dendritique, de sorte que les peptides antig6niques 
resultant et pr§sent6s par la cellule dendritique devraient procurer une meilleure 
5 . immunog6nicite. Cette approche a §te illustree par exemple par Inaba et al. (J. 
Exp. Med, 172 (1990) 631) ou par Hsu et al.. (Nature Medicine 2 (1996) 52). 

- la mise en contact des cellules dendritiques avec un ou plusieurs 
complexes proteiques antigeniques. Cette approche est similaire a la pr6cedente 
mais peut permettre d'am6liorer I'efficacite de transformation et/ou de 
10 pr6sentation de I'antig^ne. En particulier. I'antlg^ne peut etre utilise sous forme 
soluble ou complexee a des elements de ciblage, permettant notamment de 
cibler des r6cepteurs membranaires comme les recepteurs du mannose ou les 
r6cepteurs d'Immunoglobulines (Rfc). II est 6galement possible de rendre 
I'antigene particulaire de maniere a ameliorer sa penetration ou encore sa 
15 phagocytose paries cellules. 

- la mise en contact des cellules dendritiques . avec des cellules ou 
membranes de cellules exprimant des antigenes ou peptides antig§niques. Cette 
technique repose sur le transfert direct d'antigenes ou peptides antigeniques par 
fusion de cellules ou de membranes cellulaires. Cette approche a et6 illustree 

20 par exemple par la fusion entre des cellules dendritiques et des membranes de 
cellules tumorales (Zou et al.. Cancer Immunol. Immunother. 15 (1992) 1). 

- la mise en contact des cellules dendritiques avec des v6sicules 
membranaires contenant des antigenes ou peptides antigeniques (notamment 
des exosomes de cellules tumorales tels que decrits ci-avant). Cette approche de 

25 sensibilisation des cellules dendritiques utilisant des exosomes. telle que mise en 
Evidence dans la presente invention, est particulierement avantageuse dans la 
mesure ou elle ne n6cessite pas la connaissance des antigenes particuliers et ou 
les peptides .antig6niques charges sont dans une conformation native. Cette 
technologre est illustree dans les exemples. 
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- la mise en contact des cellules dendritiques avec des liposomes 
contenant des antigenes ou peptides antigeniques (Nair et al., J. Exp. Med. 175 
(1992)609). 

- la nnise en contact des cellules dendritiques avec des ARNs codant pour 
des antigenes ou peptides antig6niques, (voir Boczkowsky et al.. 1996. precit6). 

- la mise en contact des cellules dendritiques avec des ADNs codant pour 
des antigenes ou peptides antigeniques (eventuellement incorpores dans des 
vecteurs de type plasmidique. viral ou chimique). Ainsi. un mode de 

. sensibilisation des cellijies dendritiques consiste par example a infecter les 
cellules dendritiques avec un virus centre lequel une protection est recherchee. 
Ceci a ete decrit par exemple pour le virus de I'Influenza (Bhardwaj et al.. J. Clin. 
Invest. 94 (1994) 797 ; Macatonia et al.. pr6citee). Une autre approche consiste a 
d6livrer, au moyen d'un virus ou d'autres vecteurs de transfert d'acides 
nucl6lques, un ADN codant pour le ou les antigenes ou peptides antigeniques 
d'int^ret. Une telle approche a ete illustr6e par exemple par Arthur et al. (Cancer 
Gene Therapy. 1995) ou par Alijagie et al. (Eur. J. Immunol. 25 (1995) 3100). 
Certains viajs tels les adenovirus, les AAV ou les retrovims semblent pouvoir 
etre utilises a cet effet, pour delivrer un acide nucleique dans une cellule 
dendritique. 

Des techniques pref6rees dans le cadre de la prdsente invention sont les 
methodes de sensibilisation utilisant des v6sicules membranaires (de type 
exosome). des peptides antigeniques, des vecteurs, des ARNs ou des eluats 
peptldiques acides de tumeur (EPA). L'utilisation de v6sicules membranaires 
ainsr que le "peptide pulsing" et la m^thode EPA sont illustres dans les exemples 
et sont tout particulierement prefer§s. 

Production des fleyn.gnmp^ 

Lorsque les populations de cellules dendritiques sont obtenues et 
Eventuellement sensibilis§es ^ un ou plusieurs antigenes, les dexosomes 
peuvent etre prepar6s. 
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Cette preparation comporte une premiere etape, facultative, de traitement 
des cellules, suivie d'une seconde etape d'isolement des dexosomes. 

La premiere 6tape de traitement des cellules r6sulte de la mise en 
6vidence par les inventeurs que la production de dexosonnes par les cellules 
5 dendritlques est un ph6nomene r6gule. Ainsi. en Tabsence de traitennent, les 
quantites de dexosomes produites sont relativement faibles. En particulier, 
lorsque Ton utilise une population de cellules dendritiques matures non 
prealablement stimul6es, la production de dexosomes est pratiquement 
indetectable. Les inventeurs ont done montre que la production de dexosomes 
10 6tait essentiellement d6pendante du type de cellules dendritiques et de la mise 
en oeuvre d'un traitement de ces cellules. Ce sont ces elements pr6alables qui 
permettent d'obtenir des dexosomes ayant des proprietes avantageuses, dans 
des quantites significatives pour un usage industriel. Un traitement des cellules 
dendritiques est done avantageusement realist de maniere a stimuler la 
15 production de dexosomes par ces cellules. Ce traitement stimulant peut etre 
r6alis6 soit par culture des cellules en presence de certaines cytokines, soit par 
irradiation des cellules, soit en diminuant le pH de la culture, soit en combinant 
ces differents types de traitement 

Dans le premier mode de mise en oeuvre, les cellules dendritiques sont 
20 incub^es en presence d'une cytokine choisie de preference parmi interferon 
gamma (IFNy). I'interleukine-10 (lL-10) et rinterleukine-12 (lL-12), de preference 
rinterf6ron gamma et riL-10. Comme illustre dans les exemples, ces cytokines 
semblent exercer un effet stimulant assez prononc6 sur la production de 
dexosomes (facteur 3 a 5). De plus, de maniere surprenante, aucun. effet 
25 stimulant n'a 6te observe en presence des cytokines suivantes : IL-1p, IL-2, IL-4, 
IL-6 et lL-15, et un effet inhibiteur a meme et6 observe en presence de 
lipopolysaccharide (LPS) ou de TNFa, qui sont pourtant decrits comme stimulant 
la maturation des cellules dendritiques. Ces r6sultats montrent done (i) le 
caractdre r6gul§ de .la production de dexosomes et (ii) Teffet sp6cifique de 
30 certaines cytokines sur cette production. Ces resultats illustrent de plus Pint^rfet 
surprenant d'utiliser des cellules dendritiques immatures, et I'utilisation. dans 
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r^tape de stimulation, de cytokines induisant un §tat immature des cellules, telles 
que riL-10 notamment. Dans ce mode de mise en oeuvre, les cytokines sont 
utilis6es S des doses adaptables par Thomme du metier en fonction (i) de la 
' cytokine, (ii) de la population cellulaire et (iii) de la r6alisation eventuelle d'autres 
5 traitements. II est entendu que les cytokines sont preferentiellement utilis6es d 
des doses sut>-toxiques. Les doses d'interleukine sont g6neralement comprises 
entre 1 et 100 ng/ml, de pref6rence entre 1 et 50 ng/ml. L'interf6ron peut etre mis 
en oeuvre ^ des doses comprises entre 1 et 500 Ul/ml, de preference entre 5 et 
200 UI/mL 

10 Dans le second mode de mise en oeuvre, les cellules dendritiques sont 

soumises a une irradiation. Les r6sultats pr6sentes dans les exemples montrent 
en effet qu'une irradiation des cellules permet 6galement d'augmenter les 
niveaux de production de dexosomes. L'irradiation est g6neraiement effectuee 
entre 1000 et 5000 rads, de preference entre 2000 et 4000 rads. 
15 avantageusement autour de 3000 rads. 

La seconde etape comprend I'isolement des dexosomes. Cette etape a 
pour but de separer les dexosomes des cellules dendritiques et/ou du milieu de 
culture. Cette etape permet en particulier d'obtenir une composition enrichie en 
dexosomes et essentiellement depourvue de cellules intactes. 
20 Preferentiellement, cette 6tape conduit a une composition comprenant 70% au 
moins de dexosomes, de preference 85% au moins. 

L'isolement des dexosomes peut etre realis6e selon differentes techniques 
de separation de mat6riels biologiques. Comme decrit pr6cedemment pour les 
texosomes de cellules tumorales, ces techniques peuvent etre bashes sur les 
25 differences de taille, de masse, de charge ou de densite des dexosomes. 

Ainsi, les dexosomes peuvent etre isoies par centrifugation du milieu de 
culture ou du surnageant de culture ou de fractions membranaires ou de lysats 
de cellules dendritiques. II peut s'agir par exemple d'une centrifugation 
differentielle et/ou d'une centrifugation en gradient de densite, suivie(s) d'une 
30 recuperation de la ou des fraction(s) contenant lesdits dexosomes. Ce type de 
methodologie repose sur la separation, par centrifugations successives. des 
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v6sicules membranaires d'une part et des cellules, debris cellulaires. v6sicules 
internes, etc., d'autre part. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre» la 
fraction comprenant les dexosomes est gen6ralenr^ent celle obtenue apr6s 
ultracentrifugation d 100.000 g. Cette methode est illustr6e notannment dans les 

5 exennples 1 et 8. 

L'etape d'isolement des dexosonnes peut 6galennent etre realis6e par 
chronnatographie, electrophorese et/ou nanofiltration. 

II peut s'agir avantageusement d'une 6lectrophor6se en phase fluide et ou 
en gradient de densite. L*electrophor6se en phase fluide. qui permet la 
10 "s6paratlon de materiels biologlques d'apres leur charge, est tout ^ fait 
avantageuse. L'exemple 1 1 qui suit montre en effet que cette technique peut etre 
avantageusement utilis6e pour Tisolement d'exosomes avec de bons 
rendements. Cette technique est par ailleurs particulierement avantageuse sur le 
plan industriel. 

15 II peut egalement s'agir d'une purification par chromatographie. On peut 

citer notamment les chromatographies d'echange d'ions, de permeation de gel 
(ou d'exclusion) ou la chromatographie hydrophobe. Compte tenu de la nature 
lipidique des dexosomes. la chromatographie d'echanges d'ions . est 
particulierenrient interessante. La nanofiltration peut etre r6alisee selon les 

20 techniques connues. a partir d'un surnageant de cellules. 

Le recours a des techniques des chromatographie et/ou d'electrophorese 
et/ou de nanofiltration constitue un autre aspect important de la pr6sente 
invention, puisqu'il permet, par rapport aux technologies courantes. une 
production de qualite am6lioree. dans des quantit6s adaptees ^ un usage 

25 industriel (notamment pharmacoiogique). 

A cet 6gard. I'invention conceme.fegalement un precede de preparation de 
v6sicules membranaires comprenant ,au moins une 6tape de separation par 
electrophorese, chromatographie ou nanofiltration. Ce proc6de est plus 
particulierement adapte a la preparation de vesicules membranaires de type 

30 exosome. telles que les texosomes ou les dexosomes. Dans ce proc6de, l'etape 
de separation par electrophorese ou chromatographie peut etre r6alis6e 
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(jjrectement sur un sumageant de culture, un lysat cellulaire, ou une preparation 
pr6-purifiee, Uelectrophorese est plus pr6ferentiellement une electrophor^se en 
phase fluide. 

Les dexosomes pr6sentent des proprietes remarquables qui sont illustrees 
5 dans les exemples. Ainsi, les dexosomes stimulent la proliferation de 
lymphocytes T cytotoxiques in vitro, De plus, in vivo, les dexosomes sont 
capables de bloquer la croissance tumorale. Ces v6sicules sont done capables 
de presenter de maniere tr6s efficace, en association avec des molecules du 
CMH de classe I et de ciasse 11, des antigenes d'interet. Les dexosomes 
10 pr6sentent done de nombreuses applications, dans le donlaine du cancer, des 
maladies infectieuses ou parasitaires par exempie/ En outre/ a des doses 
6levees (susceptibles d'induire une tolerance), les dexosomes peuvent 
6galement etre utilis6es dans le traitement de pathologies telles que rallergie, 
Tasthme ou les maladies autoimmunes. En outre, les dexosomes "naTfs" peuvent 
15 6galement etre utilises comme adjuvant pour stimuler et/ou moduler une r6ponse 
immunitaire. 

L'invention a egalement pourobjet rutilisation : 
-de texosomes tels que definis ci-dessus, ou 

-de cellules presentatrices d'antigenes telles que definies ci-dessus, ou 

20 - de dexosomes tels que definis ci-dessus, 

pour la stimulation et 6ventuellement {'amplification in vitro de lymphocytes 
T speciflques d'antig6nes contenus dans les susdits texosomes, cellules 
presentatrices d'antigenes ou dexosomes, - ou de lymphocytes B, et notamment 
pour la stimulation et Tampjification in vitro de lymphocytes T. 

25 L'invention conceme egalement Tutilisation de texosomes tels que definis 

ci-dessus, ou de cellules presentatrices d'antig§nes telles que definies ci-dessus, 
ou de dexosomes tels que definis ci-dessus. pour la selection ex vivo d*un 
repertoire de lymphocytes T, susceptibles de reconnaitre des antigenes 
speciflques contenus dans les susdits texosomes, cellules presentatrices 

30 d'antigene, ou dexosomes. 
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L'invention a encore pour objet un medicament comprenant a titre de 
substance active au moins un texosome tel que defini ci-dessus. une cellule 
pr6sentatrice d'antigfene telle que,d6finie ci-dessus, et/ou un dexosome tel que 
defini ci-dessus, en association avec un v6hicule pharmaceutiquenrient 
5 acceptable. 

Avantageusement, Tinvention conceme un medicament tel que d6fini cl- 
avant pour une utilisation dans le traitement des cancers, maladies infectieuses 
. ou parasitaires. 

Plus pr6ferentie!lement. le medicament comprend des texosomes ou des 
10 dexosomes tels que d6finis ci-avant. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre. Tinvention concerne un 
medicament tel que dSfini ci-avant pour une utilisation dans le traitement des 
pathologie de type allergie, asthme ou maladie autoimmune. 

15 Comme forme galenique appropriee, les texosomes ou dexosomes 

peuvent etre contenus dans du s6rum physiologique, dans une ampoule ou toute 
autre moyen appropri6 (seringue. poche, etc), lis peuvent etre prepares 
. extanporanement ou stock6s. par exemple sous forme congelee a -80*'C.: Les 
solutions utilisees peuvent §tre composees de solutions salines, eventuellement 

,20 supplementees d'agents stabilisant et/ou d'adjuvants. Les agents stabilisants 
peuvent §tre notamment des proteines ou des molecules de haut poids 
moleculaire. On peut citer plus particulierement des proteines telles que la 
s6rum-albumine humaine. ou des molecules telles que le dextran ou le 
poloxamer par exemple. 

25 Les compositions de Tinvention peuvent 6galement comprendre ou etre 

utilis6es en association avec un ou plusieurs adjuvants. L'adjuvant peut etre plus 
particulierement tout agent pharmacologique immunostimulant. tel que par 
exemple une cytokine (notamment interleukine-12). De tels qgents sont 
classiquement utilises dans les protocoies cliniques ou dans des compositions de 

30 vaccins. Par ailleurs, l'adjuvant selon invention peut egalement etre un agent 
capable de stimuler la production de cellules dendritiques in vivo. On peut citer a 
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titre d'exemple le compose Flt3. L'utilisation combinee de ce type d'agent permet 
d'augmenter le nombre de cellules dendritiques. et done d'ameliorer 
potentiellement refficacite des compositions de rinvention, 

Un autre objet de Tinvention conceme done une association de texosomes 
5 et/ou dexosomes et d'un adjuvant, en vue d'une utilisation simuitanee, s6par6e 
ou espac6e dans le temps. 

Un mode d'adminlstration appropri6 des medicaments de rinvention est 
constitue par des injections, et notamment des injections intradermiques ou 
sous-cutan6es. Ce mode d'adminlstration est particulierement adapte lorsque la 
10 substance active du medicament est constitute par des cellules dendritiques 
chargees en texosomes ou par des dexosomes. 

Les posologies appropriees sont de 0,01 S 10. et notamment 0,10 a 5, 
encore plus particulierement de 0,15 a 2 pg/kg de poids corporel, et de 10 pg 
pour les tests de reaction intradermiques. 
15 Les medicaments de {'invention peuvent etre 6galement utilises a raison 

de 100 pg pour les traitements de vaccinations prophylactiques.- 

Les objectifs vis6s par Tutilisation des medicaments de I'invention sont : 

- rhypersensibilite retardee (tests chez les cancereux), ou 

- la therapie prophylactique, ou 

20 . Tutilisation dans le cadre de la detection de la frequence des prtcurseurs 

lymphocytaires specifiques cytotoxiques ou sfecreteurs d'interf6ron par la 

technique de dilution limite. 

II s'agit d'utiliser les cellules dendritiques autologues ou allog^niques 

pr6incub6es avec les texosomes de rinvention. comme cibles de lymphocytes 
25 p6riph6riques de sujets porteurs de la tumeur, avant, pendant et apres traitement 

anti-tumoral (traitement classique ou immunisation active sp6cifique). 

L'invention concerne 6galement {'utilisation d'un texosome tel que defini ci- 

dessus, ou d'une cellule presentatrice d'antigSne telle que definie ci-dessus. ou 

d'un dexosomes tel que d6fmi ci-dessus, pour la preparation d'un medicament 
30 destine au traitement de tumeurs, notamment solides, ascitiques et 

hematopoTetiques. 
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Comme tumeurs solides, on peut citer : le cancer du rein, du sein, du 
colon, du poumon. de Testomac, du foie, les melanomes, sarconnes. etc... 

Comme tumeurs hematopoi^tiques, on peut citer : les Ieuc6mjes, les 
lymphomes malins hodgkiniens ou non hodgkiniens. 

Comme indiqu6 pr6cedemment, les compositions de invention, 
notamment les compositions comprenant des dexosomes, sont 6galement 
utilisables. pour le traitement des maladies infectieuses ou parasitaires. Pour ce 
type d'application, les dexosomes sont charges en antigenes ou peptides de 
Tagent infectieux (virus) ou du parasite. 

L'invention conceme 6galement Tutilisation d'un texosome tel que defini ci- 
dessus, ou d'un dexosome tel que defini ci-dessus. dans le cadre d'un test 
d'hypersensibilitS retardee du cancer ou encore comme outil diagnostique de 
recherche de frequence de pr^curseurs specifiques CTL cytotoxiques, 

L'invention concerne 6galement i'utilisation d'un texosome, ou d'une 
fraction ou d'un composant constitutif d'un texosome tel que defini ci-dessus, ou 
d'un dexosome tel que defini ci-dessus. pour le transfert de materiel bioiogique 
dans une cellule in vitro ou in vivo, 

L'invention concerne egalement la creation de banques de texosomes. 
d6riv6s de cellules tumorales de type histologique commun ou different. 

Celles-ci sont compos6es de melanges de texosomes faits a partir de 
Iign6es de cellules tumorales pour un type de cancer donn6. Ces banques de 
texosomes peuvent permettre de sensibiliser des cellules pr6sentatrices 
d'antigene. notamment des cellules dendritiques, centre toute les tumeurs de ce 
type. 

L'invention conceme 6galement des melanges de texosomes ou 
dexosomes. 

On peut citer par exemple des melanges de texosomes pour des tumeurs 
g6n6tiquement reliees (cancer du sein et de I'ovaire) ou pr^sentant des 
mutations p53, p16 connues (cancer du sein, sarcome). 

On peut §galement mentionner des melanges de texosomes tumoraux 
avec des v6sicules provenant de cellules immortalisees et transfectees pour 
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exprimer des mol6cules de co-stimulation, des mol6cules d'adhesion, des 
chemokines attractantes (differentes de celles exprim6es sur les texosomes). 

La pr6sente invention sera d6crite plus en details a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consider6s comme iliustratifs et non limitatifs. 

5 . 

L^GENDES DES FIGURES 

Tableau 1. Les cellules de Iign6es tumorales ont ete incubees pendant 24 
h ^ une densite de un million de cellules par millilitre. Les texosomes ont ensuite 
10 et6 pr6par6s (voir exemple) ^ partir des milieux de culture par ultracentrifugation 
differentielle. La concentration en proteines texosomales est mesur6e par le test 
de Bradford (BioRad Protein Assay [BioRad]. 

MZ-2 est decrite dans Traversari et aL. (1992) 

Les * slgnifient que les differentes lignees primaires ont ete etablies et* 
15 caract6risees dans le laboratoire de biologie clinique de rinstitut Gustave Roussy 
et sont accessibles sur demande. 



Figures 1A et 1B. Morphologie des endosomes multi-vesiculaires et des 

texosomes derives de cellules TS/A. 
20 A, Sections ultrafines des cellules TS/A analys6es par microscopie 

electronique. Detail du cytopiasme montrant un compartiment endosomal 

contenant des v6sicules de 60-80 nm de diametre. 

B. Preparation de texosomes de cellules TS/A analys6es en 

microscopie 6lectronique par la technique sur vesicule intacte (Raposo et al, 
25 (1996)). Les preparations de texosomes contiennent une population majoritaire 

de v6sicules de 60-80 nm de diametre. de taille et morphologie similaires aux 

v6sicules internes des endosomes multiv6siculaires montres en A. 

Figure 2. Presence de differents marqueurs dans les texosomes de 
30 cellules tumorale. 
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A. Deux microgrammes de proteines texosomales (Exos) ou 2x10^ 
cellules tumorales ont et6 analyses par Western Blot ^ I'aide d'anticorps 
monoclonaux sp6cifiques de : molecules de classe I du CMH (Machold Robert P. 
et al. (1995) "Peptide Influences the Folding and Intracellular Transport of Free 

5 Major Histocompatibility Complex Class I Heavy Chains" J. Exp. Med. Ifll : 
1111-1122). r§cepteur de la transf6rine (TfR) (anticorps correspondant etant 
H68.4 decrit dans Biochimica et Biophysica Acta (1 992) 1136n;i : 28-34), Lamp 1 
et 2 (rat anti-mouse monoclonal antibodies, Pharmingen) et Calnexine (Hebert 
Daniel N. et al. (1995) "Glucose Trimming and Reglucosylation determine 
10 Glycoproteine Association with Calnexin in the Endoplasmic Reticulum" Cell SI : 
425-433). 

B. Dix microgrammes de proteines texosomales d'une Iign6e de 
cellules de melanome (FON) ou 10 pg de prot§ines totales des memes cellules 
ont ete analys6s par Western Blot ^ I'aide d'un anticorps anti-MART-1 (Manncola 

15 F. et al. (1996) "Analysis of expression of the melanoma associated antigens 
MART-1 and gp100 in metastatic melanoma cefl lines and in "in situ" lesions" 
Joumai of Immunotherapy 19: 1 92-205). 

C. Les proteines texosomales d'une Iign6e de cellules de melanome 
(FON) ou les prot6ines totales des m§mes cellules ont ete analysees par 

20 Western Blot a I'aide d'un anticorps anti-HSP70. 

D. Les proteines texosomales d'une lign§e de cellules de melanome 
(FON) ou de la Iign6e MZ-2 ont ete analysees par Western Blot a I'aide d'un 
anticorps anti-gp96. 

25 Figure 3; Les texosomes derives d'une Iign6e tumorale MART-1 positive 

(FON) stimulent uri clone T specifique de MART-1 . 

Vingt mille cellules du clone T LT8 (pu LT12, r6sultats non montres) ont 

et6 incub6es avec des texosomes d6riv6s de FON (lignees de cellules MART-1 

et HLA-A2 positive), ou de GIAM (cellules d'une Iign6e de nephrome, MART-1 
30 negative) comme controle negatif. pendant 48 h. La production de TNFp par les 

cellules du clone T a 6te mesur6e par essai biologique avec les cellules WEHI 
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(Espavik et al.). Les texosomes induisent la production d'IFNy par le clone T. 
r6v6lant ainsi la presence de complexes HLA-A2/peptide derives de MART-1 a la 
surface des texosomes. 

. -LT8+TexGIAM" correspond a des clones T LT8 incubes en presence de 
5 texosomes derives de cellules tumorales GIAM ; 

- "LT8+TexFON" correspond a des clones T LT8 incubes en presence de 
texosomes derives de cellules tumorales FON ; 

- "LTS+TumFON" correspond a des clones T LT8 incubes en presence de 
texosomes derives de cellules tumorales FON ; 

10 - En abscisses, on a represente les cellules conditionn6es et en ordonn6es 
la quantite produHe de TNFp (pg/ml); 

Figure 4. Les texosomes de cellules P815 exprimant la pGal stimulent des 
splenocytes de souris immunis6es par des adenovirus pOal recombinants. 

15 Des splenocytes (10^) de souris BALB/c immunisees 2 mois avant avec 

10^ pfu adenovirus recombinant pGal ayant rejete une tumeur exprimant pGal 
ont ete incubes avec des texosomes derives des cellules P815 (carreaux vides 0) 
ou des cellules P815-pGal (carres pleins ■). Les splenocytes non incubes en 
texosomes donnent le bruit de fond symbolist par des points pleins (•). Apres 5 

20 jours de culture, ^\^C\ de thymidine tritiee a ete ajoute par puits de culture. 
L'incorporation de tritium dans TADN celluiaire a et6 mesur6e 18 h plus tard, Les 
r6sultats significativement differents d'apr6s la methode exacte de Fisher sont 
marqu6s *. 

En abscisses, on a represente la quantite en texosomes d6riv6s des 
25 cellules tumorales P81 5 (pg/ml) et en ordonnees les coups par minute (CPM). 

Figure 5. L'antigene tumoral MART-1 contenu dans des texosomes peut 
etre presente aux lymphocytes T par des cellules dendritiques. 

Des texosomes ^ doses croissante derives des lignees de cellules 
tumorales FON (MART-1 HLA-A2+, A1-) et MZ2 (MART-1 +. HLA-A2-. A1+) ont 
30 et6 incubes avec les clones (20 000 cellules par puits de 96 microplaques) T 
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LT12 (sp6cifique de HLA-A2/pepticle de MART-1) en presence de cellules 
dendritiques HLA-A2+ deriv6es de macrophages circulants (DCA2) (Sallusto, F. 
And Lanzavecchia A., 1994, Efficient presentation of soluble antigen by cultured 
human dendritic cells is nnaintained by GMCSF et IL-4 and down regulated by 
5 TNFa. J. Exp.Med. 179:1109-1118). La s6cr6tion dMFNy representee en 
ordonnees (pg/ml) a et6 mesur6e dans les surnageants de culture apres 2 jours. 
Les texospmes derives de FON, ainsi que ceux derives de MZ2, ont induit la 
s6cr6tion d'lFNy par LT12 et LT8 (r6sultats non montr6s). Les cellules FON ont 
aussi induit une forte secretion d'lFNy par les clones T. alors que les cellules 
10 MZ2, qui n'expriment pas Thaplotype de nnolecule HLA adequate (HLA-A2), n'ont 
pas induit de production d'lFNy. 

- "LT12+DCA2" correspond a des clones T LT12 incubes en presence de 
cellules dendritiques HLA-A2+ ; 

- "LT12+DCA2+TexFON" con-espond ^ des clones T LT12 incubes^^en 
15 presence de cellules dendritiques charg6es en texosomes derives de cellules 

tumorates FON ; 

- "LT12+DCA2+TexMZ2" : correspond a des clones TL12 incubes en 
presence de cellules dendritiques charg6es en texosomes derives de cellules 
tumorales MZ2, 

20 

Figures 6A et 6B. Effets anti-tumoraux des texosomes in vivo. 
Cent mille cellules tumorales TS/A ont 6te injectees par souris BALB/c (A) 
ou Nude (B). Trois jours plus tard, chaque souris a reqru deux injections 
successives, d 24 h d'intervalle (representees par J3 et J4 sur la figure), de 20 pg 
25 a 30 pg de texosomes en intradermique. La taille des tumeurs a ensuite et6 
mesur6e deux fois par semaine. Les analyses statistiques ont ete faites par la 
m6thode exacte de Fisher (la significativite a 95 % est indiqu6e par une *). 

A. Deux groupes de 5 souris ont regu des texosomes derives de TS/A 
(triangles pleins) ou de MCA38 (triangles vides A) (une Iign6e de cellules 
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d'acl6nocarcinome de colon deriv6 d'une souris C57BU6). comme controle 
n6gatif. Seuls les texosomes derives de TS/A ont un effet anti-tumoral in vivo. 

B. Deux groupes de souris Nude ont re9u en parallele les memes 
doses des m6mes pr6parations de texosomes (■ : exosomes de TS/A; □ : 
5 exosomes de MC38). 

Aucun effet anti-tumoral n'a §t6 observe sur les souris Nude. Les 
lymphocytes T sont done necessaires aux effets anti-tumoraux des texosomes in 
vivo. 

En abscisses, on a indiqu6 les jours et en ordonn6es la taille moyenne de 
10 la tumeur (mm^). 

Figure 7. Des cellules dendritiques d6rivees de moelle osseuse 
sensibilis6es par les texosomes derives de cellules tumorales induisent 
Teradication totale in vivo de tumeurs solides etablies. 

15 Cinq cent mille cellules tumorales P815 ont ete injectees dans le flanc 

droit des souris DBA/2 10 jours avant le traitement. Le traitement a consist^ en 
une seule injection de texosomes (10 pg/souris) dans le meme flanc, mais a 
distance de la tumeur. Un autre groupe a 6te injecte en intraveineux par des 
cellules dendritiques (deriv6e de moelle osseuse par traitement pendant 5 jours 

20 en GM-CSF+IL4 (Mayordomo et al.. 1995), incubees au pr6alable pendant 3 h 
avec les texosomes de P815. Les tumeurs ont ete mesur6es et les resultats 
analyses comme decrit dans la figure 6. Les texosomes de P815 ont sensibilise 
les cellules dendritiques pour induire le . rejet des tumeurs 6tablies, Les 
microsomes n'ont pas eu d'effet significatif sur la croissance tumorale. L'insert 

25 montre le pourcentage de souris sans tumeur (en ordonn6es). la barre pleine 
correspond uniquement aux groupes d'animaux de type carres pleins, Tabscisse 
correspond aux jours. Ces souris n'ont pas developp6 de tumeur apres re- 
injection du double de la dose tumorale minimum, montrant qu'elles avaient 
developp6 une immunite anti-tumorale. Les symboles utilises dans la figure sont 

30 les suivants : 

O : cellules dendritiques incubees avec des texosomes t6moins, 
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■ : cellules dendritiques incub6es avec des texosomes P815, 
triangles pleins : texosomes P815 en intradermique, 
X : animaux non trait6s. 

En abscisses, on a indique les jours et en ordonnees le volunae moyen de 
5 la tumeur. 

Figures 8A, SB et SC. Des agents chimioth6rapeutiques/cytotoxiques et 
rirridiation peuvent stimuler Texocytose des texosonnes tumoraux. 

La leuc6mie murine L1210 et la Iign6e de cancer du rein primitif humain 
10 GIAM ont ete utilis6es (figure 8C). Deux millions de cellules tumorales ont ete 
incub6es en presence de quantites croissantes de 5 Fu (pour LI 210) ou de cis- 
platinum (CDDP) (pour GIAM) par ml pendant 16 heures. 

. Le sumageant a ete r6cup6re, puis a fait Tobjet d'ultracentrifugations 
differentielles comme decrit dans le Tableau 1. . 
15 GIAM a aussi ete incubee en IL-2 1000 Ui/ml, ou en dexamethasone (10*^ 

M), ou irradiee S 10.000 rads. 

Les fortes doses de chimiotherapie et rirridiation sont de bons exemples 
de regulation positive d'exocytose des texosomes dans ces modeles tumoraux. 
Les resultats ont et6 retrouv6s dans d'autres tumeurs egalement (figures 8A et 
20 8B) ; en particulier, rirridiation semble etre le stimulus d'exocytose le plus 
puissant. 

La figure 8A correspond au melanome FON sus-d6crit et la Figure 8B 
correspond a un lymphome murin design^ par EL4 (J. Nat Cancer Ins. (1 972) 48 
: 265-271). 

25 Sur la figure 8A, on a repr^sente les cellules FON incubees dans 

differentes conditions : 

1) CM : milieu de culture de base (RPMI contenant 10% de s6rum de veau 

foetal). 

2) DXM = en presence de dexamethasone, . 
30 3) irradiation :.irradi6 a 10.000 rads. 

4) sans s6rum, 
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5) IL-10 = en presence d'IL-10, S raison de 10 ng/ml. 
Las irradiations ci-dessus sont valabtes egalement pour les cellules EL4, 
L1210 et GIAM. 

Figures 9A, 9B et 9C, Les vesicules membranaires (dexosomes) 
produites par les cellules dendritiques sensibilisees a des antigenes tumoraux de 
m6lanomes sont efficaces pour stimuler les lymphocytes T specifiques de ces 
m6lanomes. et leur production est r6gul6e par les cytokines. 

- LT8 (CM) con-espond aux clones T LT8 incub6s en milieu de culture de 
base comma defini a la figure 8A, 

. DexTexNUN correspond au dexosome deriv6 de cellules dendritiques 
charg6es en texosome provenant de cellules tumorales NUN. 

- DexTexFON correspond au dexosome d6riv6 de cellules dendritiques 
charg6es en texosome provenant de cellules tumorales FON. 

- TumFON correspond aux cellules tumorales FON. 

A. Essais de proliferation : les texosomes Fon (utilises figure 3) ont ete 
incub6s avec des cellules dendritiques HLA-A2 pendant 3 heures. puis Iav6s en 
solution saline S 9%. puis incubes en milieu acide pH6.3 pendant 18 heures. Les 
vesicules membranaires de cellules dendritiques (dexosomes) sont. ainsi 
r6cup6r6es du sumageant de culture des susdites cellules dendritiques HLA-2. 

Les vesicules membranaires provenant de cellules dendritiques chargees 
avec des texosomes (DexTex) sont alors incubees avec les clones LT8 
specifiques de MART-1 presentes dans le contexte HLA-A2 (les texosomes Fon 
conttennent I'antigene MART-1). Comme controle n6gatif, les texosomes Nun 
(lign6e de cancer du rein HLA-A2 negative. MART-1 negative) ont 6te utilises. 
Comme controle positif, on a utilis6 la Iign6e tumorale irradiee FON (TumFON) 
ou I'anticorps anti-CD3, preasorb6 sur plastique (anti-CD3Ab). L'incubation des 
DexTex avec les clones LT8 dure 48 heures. puis 1 pCi de thymidine tritiee est 
ajoute par puits de 200 pi. Les proliferations lymphocytaires LT8 sont mesur6es 
18 heures plus tard. 

En ordonn6es, on a represents les coups par minute. 
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B. Memes manipulations, mais TIFNy est mesur6 dans le sumageant 
de culture a 48 heures. par ELISA. En ordonnees, on a repr^sente la teneur en 
IFNy{pg/ml). 

C. Les dexosomes ont ete isoles k partir de surnageants de cellules 
5 dendritiques apr6s 48 heures d'incubation en presence ou en absence de LPS 

(20 pg/ml), IFN-y (100 Ul/nnI) ou IL-10 (10pg/ml). 

Figure 10. Images en microscopie immuno-electronique de dexosomes. 
Les dexosomes possedent un diamStre homogene compris entre 50 et 90 nm et 
sbnt marqu6s de mani^re intense par des anticorps anti-CD63 (Figure 10A). La 
10 majeure partie de ces dexosomes est 6galement marquee par des anticorps anti- 
MHC-I (Page 15,.Figure 10B) et anti-MCH-ll (Page 15, Figure IOC). Barres : 250 
nm. 

Figure 11. Mesure des niveaux d'interf6ron gamma secretes par les 
15 lymphocytes T incubes en presence de dexosomes charges en peptides ou de 
dexosomes controles. Les cellules dendritiques (2X10^ /ml) ont ete incub6es 
pendant 3 a 12 heures, soit en presence de 10 pg/rhl du peptide antig6nique 
MART-1/MelanA(27.35) . soit en presence de 10 }jg/ml de peptide gplOO^zsfoss) 
(controle) en suspension dans Tacide citrique a pH 3,7, puis les dexosomes ont 
20 ete isoles. Les cellules du clone LT12 (clone de CTL HLA-A2 restreint. MART- 
1(27-35) sp6cifique) ont alors 6te incubees (100 000 CTL par puits) avec des 
doses croissantes de dexosomes ou de peptides gpl 00 (controle) dans des 
plaques 96 puits pendant 5 jours. La secretion d'interferon gamma par les 
cellules a ensuite ete mesur6e par ELISA (Genzyme). 

25 . 

Figure 12. Analyse en Western Blot des marqueurs presents sur les 
dexosomes (1.4 et 10 pg) produits par des cellules dendritiques derivees de 
moelle osseuse : H-2K (MHC-I), l-Aa- (MHC-II), CD86. CD63. TfR (r6cepteur 
transferrine), Clx (Calnexine), ii p31 (chaine invariable). 

30 
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Figure 13. Effet anti-tumoral in vivo des dexosomes sur un modele de 
tumeur du mastocytome (P815). Dex-H2d-AEP-P815 : Dexosomes derives de 
cellules dendritiques de moelle osseuse charg6es en eluat peptidique acide de la 
/ tumeur P815. Dex-H2d-AEP-Spleens : Dexosomes . derives de cellules 
5 dendritiques de moelle osseuse chargees en eluat peptidique acide de la rate. 

Figure 14. Effet anti-tumoral in vivo des dexosomes derives de cellules 
dendritiques de moelle osseuse charg6es en eluat peptidique acide de tumeur 
sur un modele de tumeur mammaire (TS/A). Legende : voir Figure 13. (A) 
10. Experience r§alis6e sur des souris immunocomp6tentes. (B) Experience realis6e 
sur des sourls Nude.- 

Figure 15. Test de liberation du chrome radioactif (51Cr). Ce test permet 
de montrer que ies dexosomes de Tinvention declenchent une reponse CTL 
15 sp6cifique in vivo. Cellules cibles : P815. h'gnee leucemique L1210, lignee YAC 
insensible aux cellules NK. 

Figure 16. Efficacite comparee des dexosomes et des cellules 
dendritiques. Cette figure montre que Ies dexosomes sont plus puissants que Ies 

20 cellules dendritiques immatures dont lis derivent pour 6radiquer des tumeurs 
etablies in vivo. 5 millions de cellules dendritiques chargees en eluat peptidique 
acide de la rate (carreaux vides) ou de la tumeur P815 (triangles vides) ont ete 
administrees par voie intraveineuse ou intradermique ^ des souris pr6sentant 
des tumeurs etablies P815 au Jour 8 a 10. En parallele. le surnageant de ces 

25 cellules a ete recolte apres incubation 18h avec Ies peptides de la rate (carreaux 
vides) ou de la tumeur P815 (triangles pleins), ultracentrifug6 et caracterise pour 
son contenu en dexosomes. 5 millions de cellules dendritiques ont permis 
d'obtenir de 5 ^ 10 pg de dexosomes, qui ont permis I'immunisation de 5 souris 
par administration intradermique dans le flanc ipsilat6ral. Une administration 

30 unique de dexosome a ete realis6e. au jour 8-10. La taille des tumeurs a 6t6 
mesur6e deux fois par semaine et est representee sur la figure. Ies (*) 
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representent des r6sultats significatifs a 95% selon la m§thode exacte de Fisher, 
en comparaison avec les injections de solution saline (carr6s vides) ou de 
cellules dendritiques puisnes. Dans Tencart sont representes les pourcentages 
de souris immunis6es contre P815 nnontrant une absence totale (disparition) de 
5 tumeur pendant (jour 21) et a la fin (jour 60) de Texperience, dans les differents 
groupes de 5 souris. 

Figure 17. Purification des dexosomes par electrophor^se en phase 

fluide. 

EXEMPLES 

1. Production de texosomes par des lignees de cellules tumorales 

humgipe? et murines, 

15 Get exennple illustre la capacite des cellules tunnorales a produire^'des 

v6sicules lipidiques. 

Les cellules tumorales murines ou humaines provenant de leucemies ou 

de tumeurs solides (rein ou melanome du colon) (voir tableau 1 ) ont ete incub6es 

pendant 24 h a une densite de un million de cellules par millilitre. Le milieu de 
20 culture (RPMI contenant 10% de s6rum de veau foetal) a ensuite ete d6barrass6 

des cellules par centrifugation a 300 g pendant 10 minutes. Les debris cellulaires 

ont ensuite ete elimines par deux centrifugations successives de 15 min. 

chacune ci 800 g (et une centrifugation 6ventuelle de 30 minutes a 10 000 g). 

Les texosomes ont enfin §te recueillis par centrifugation de 60 minutes a 100 000 
25 g, puis Iav6s une fois en PBS-dans les m§mes conditions. La concentration en 

proteines dans les preparations de texosomes a ete mesuree par la methode de 

Bradford (BioRad Protein Assay [BioRad]). 

Toutes les lign6es tumorales testees. humaines et murines (solides ou 

hematopoY6tiques, primaires ou 6tablies en culture ou provenant de tumeurs 
30 fraiches dissoci6es), produisent des texosomes (Tableau 1). Cependant. les 

efficacites de production sont variables entre differentes Iign6es. Les Iign6es de 
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cellules tumorales murines produisent entre 100 et 200 microgrammes de 
prot^ines de texosomes par 50 millions de cellules en 24 heures. Les lignees 
humaines de m6lanome et de n6phrome produisent entre 10 et 100 
microgrammes de proteines de texosomes par 20 millions de cellules en 24 
5 heures. 

? I ftR vesicules produites par les cellules tumorales sont d'o riqi ne 
f?ndocytique, 

Afin de determiner si les vesicules purifiees a partir des sumageants des 
Iign6es de cellules tumorales sont d'origine endocytique, nous avons realist une 

10 6tude morphologique par microscopie 6lectronique de Tune de ces lignees, 
tumorales. TS/A (Iign6e de carcinome mammaire de souris) (Nanni P. et al. 
(1983) 'TS/A: a new metastasizing cell line originate from a BALB/c sponteneous 
mammary adenocarcinoma" Clin. Exp. Metastasis 1:373-380), Les cellules 
tumorales ont ete fix6es et appr^tees pour la microscopie electronique comme 

15 decrit pr6cedemment. Les texosomes ont ete directement d6pos6s sur les grilles 
et analys6s. 

La figure 1A montre des exemples de compartiments intracellulaires 
d'aspect multiv6siculaire observes dans les cellules tumorales. Ces 
compartiments endocytiques ont un diametre de 200-300 nm (la barre au bas 

20 des panneaux A et B repr6sente 200 nm) et sont composes d"une membrane 
exteme entourant de multiples vesicules internes de 68-80 nm de diametre. Les 
preparations de texosomes contiennent une population majoritaire de vesicules 
de 60-80 nm de diametre (figure I B), quelques fois agreg6es. et de morphologie 
semblable aux vesicules internes des endosomes multiv6siculaires observes d 

25 rint6rieur des cellules (Figure 1A). Ces resultats suggerent que les texosomes 
sont s6cret6s dans le milieu extracellulaire apres fusion de la membrane exteme 
des endosomes avec la membrane cytoplasmique. En effet, de tels profils 
d'exocytose sont observes dans ces cellules (donnees non montr6es). 

Afin de determiner si les texosomes sont effectivement d'origine 

30 erKlocytique, on a ensuite effectu6 une analyse par Western Blot des marqueurs 
presents definis ci-apr6s dans les texosomes derives de Iign6es tumorales, TS/A 
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et P815 (mastocytome donn6es par T. Boon. Ludwig Institute. Boixelles. 
Belgique) (mastocytome murin). Pour ce faire. deux microgrammes de prot6ines 
de texosomes ou le lysat cellulaire de 200 000 cellules TS/A ont ete separ6s par 
gel de polyacrylamide. puis transfer6s sur une membrane de Nylon (Amersham). 

5 La pr6sence §ventuelle de differents marqueurs a ensuite et6 r^velee a I'aide 
d'anticorps spdcifiques. Les texosomes de TS/A et de P815 contiennent des 
molecules de classe I du CMH. ainsi que differents marqueurs de la vole 
endocytique (le r6cepteur de la transf6rine, les glycoproteines lysosomales Lamp 
1 et 2) . (figure 1A). Par contre, un marqueur caract6ristique du Reticulum 

10 Endoplasmique (RE), la calnexine. n'est pas present dans les preparations de 
texosomes. montrant que des membranes du RE ne contaminent pas les 
texosomes. 

1^ I fis texosomes produits oar une liqne e de melanome contiennept un 
f^ptir j^ne tu moral nvtnsoliQue. 

15 Ces r6sultats montrent que les texosomes s6cr6tes par les- cellules 

tumorales correspondent aux membranes internes des endosomes 
multiv6siculaires. Or, ces v6sicules intraendosomales se forment par 
invagination, puis bourgeonnement de la membrane externe des endosomes 
vers rinterieur de I'endosome. Ces v6sicules intraendosomales et par voie de 

20 consequence les texosomes. devraient contenir une fraction de cytosol. Ceci est 
particuli6rement important dans le cadre de I'immunotherapie anti-tumorale. 
puisqu'un certain nombre d'antig§nes tumoraux, y compris MART-1 (I'un des plus 
etudi§s), sont des prot6ines cytosoliques. On a done test6 la presence de MART- 
1 dans les texosomes. 

25 Pour ce faire, dix microgrammes de prot6ines de texosomes ou le lysat 

cellulaire de 200 000 cellules d'une Iign6e de melanome humain (M10) (T. Boon, 
. Ludwig Institute. Bruxelles. Belgique) ont 6te analyses par Western Blot, comme 
pr6c6demment. La presence §ventuelle de MART-1 a ensuite 6t6 r6vel6e a I'aide 
d'anticorps sp6cifique ar.ti-MART-1 (S. Rosenberg, NCI. Bethesda, U.S.A.). Les 

30 texosomes secretes par la Iign6e tumorale FON (melanome du patient FON 
provenant de F. Faure. Institut Pasteur. Paris. France) contiennent raritigene 
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tumoral MART-1. Des experiences de protection ^ la proteinase K (Sigma) ont 
montr6 que l'6pitope de MART-1 reconnu par cet anticorps monoclonal est ^ 
rinterieur des texosomes (resuitats non montres). 
Cette premiere partie du travail montre que : 
5 - les cellules tumorales produisent et s6cretent des v6sicules, 

- que ces v6sicules sont des vesicules d'origine endosomale comportant 
une membrane exteme ou se trouvent differentes molecules membranaires 
(classe I du CMH, differents marqueurs des endosomes), 

- que ces v6sicules contiennent une fraction de cytosol. y compris des 
10 antigenes tumoraux cytosoliques. comme MART-1 . 

Ces resuitats ont amen6 a verifier les activites biologiques suivantes des 
v6slcules. designees texosomes. 

4 , l . ffR texosomes peu v ent stimuler des tvmphocvtes T CP8 in vitro. 
Puisque les texosomes portent des molecules de classe I S leur surface. 
15 on a teste s'ils sont capables de stimuler des lymphocytes T CDS. On a utilis§ 
deux clones T, LT8 et LT12 donnes par Faure F., Institut Pasteur, Paris, France, 
reconnaissant un peptide deriv6 de MART-1 en association avec HLA-A2 (Dufour 
et aL. 1997). A cette fin, puisque les cellules tumorales FON sont HLA-A2, on a 
incube les cellules des clones T LT8 ou LT12 avec des texosomes prepares a 
20 partir.des surnageants de FON. ou, en guise de controle positif. des cellules 
FON intactes. L'activation des lymphocytes T a ete mesuree par la secretion de . 
TNFp. Les texosomes de FON ont induit la secretion de TNFp par LT8 et LT12 
d'une fa9on dose-d6pendante (Figure 3). Les cellules FON ont aussi induit une 
s6cr6tion de TNFp, alors que des. texosomes derives de cellules tumorales 
25 n'exprimant pas MART-1 ne le fond pas (figure 3). 

Donc. des complexes HLA-A2/peptide de MART-1 sont presents a la 
surface des texosomes. 

Des resuitats similaires ont 6te obtenus chez la souris avec des 
lymphocytes T de rate d'une souris immunisee par la p-galactosidase (P-gal). 
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Des texosomes ont ete produits d partir de sumageants de cellules de 
mastocytome P815 ou de cellules P815 exprimant la p-gal (lignees de A. Albina, 
Institut Gustave Roussy. Villejuif, France), ou de cellules d'une autre tumeur 
(L1210) Ieuc6mie murine H2a) n'exprimant pas la p-gal, L210. Des 
concentrations croissantes (0.3 pg/ml ^ 20 *g/ml) de ces differentes preparations 
de texosomes ont ensuite 6te incubees pendant 4 jours avec des cellules 
spl6niques de souris immunis6es par la p-gal exprim6e dans un adenovims 
recombinant. Seuls les texosomes de cellules P815 (a la plus forte concentration 
de 20 pg/ml) exprimant la p-gal ont induit une proliferation significative (voir figure 
4) (mesur6e par incorporation de thymidine tritiee), bien que peu forte, des 
cellules spl6niques. Ces resultats montrent que les texosomes produits par les 
cellules P815 exprimant la p-gal portent a leur surface des complexes 
H2°/peptides derives de p-gal et sont capables d'activer des lymphocytes T 
' murins. 

15 fi , l es texosomes peuvent delivrer des antiqenes CVt QSQiiques qu'ils 

p optipnnent a des cellules presen tatrices d'antiafenes DOur €tre presentes 
f^\fy lymphocytes T. 

Dans ce but, on a utilise les clones T LT8 et LT12 reconnaissant 
sp6cifiquement un peptide d6rlv6 de MART-1 (MART-1 27.25 = AAGIGILTV, Dufour 

20 E. Et al.. Diversity of the cytotoxic melanoma-specific immune response. J. 
Immunol. 1997. lM:3787-3795) en association avec HLA-A2. On a montre que- 
les texosomes produits par la Iign6e de m6lanome humain FON (qui est HLA-A2) 
contiennent I'antigene tumoral MART-1 (voir figure 2) et sont capables d'activer 
directement les clones LT8 et LT12. Afin de disposer de texosomes contenant 

25 aussi MART-1. mais incapables de stimuler directement les clones LT12 et LT8. 
on a utilis6 la lign§e de melanome MZ2 (T. Boon, Ludwig Institute. Bruxelles, 
Belgique), MART-1 positive mais exprimant un autre 6l6ment de restriction que 
HLA-A2 (HLA-A1 en Toccurrence). En effet. les cellules MZ2. ainsi que les 
texosomes d6riv6s de ces cellules, n'activent pas les clones LT8 et LT12 

30 (r6sultats non-montr6s). contrairement aux cellules FON et aux texosomes 
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derives de ces cellules (Figure 3). Par centre, quand ces memes texosomes 
derives de MZ2 sont incubes en presence de cellules dendritiques exprimant 
HLA-A2, une stimulation des clones T LT12 et LT8 est observee, connme dans le 
cas des texosomes derives de FON (figure 5). 

5 Dans le cas des texosomes deriv6s de MZ2. Tactivation des clones T ne 

peut pas §tre due S des complexes HLA-A2/peptide derives de MART-1 
preexistants, puisque elles n'expriment pas Telement de restriction ad6quat 
(HLA-A2). Par consequent, il ne peut s"agir que de I'antigene contenu dans les 
texosomes qui a et6 repris par les cellules presentatrices d'antigenes, degrade 

10 en peptides qui se sont ensuite associ6s aux molecules HLA-A2 de la cellule 
pr6sentatrice. Les texosomes permettent done le transfer! d'un antigene entre 
une cellule tumorale et une cellule presentatrice d^antigenes. Les texosomes ont 
done une fonction semblable a celle des "liposomes naturels". 

6. Les texosomes induisent la renression de tumeurs solides etabHes in \- 

15 vivo. 

Enfin» puisque les texosomes sont capables de stimuler des lymphocytes 
T in vitro et de sensibiliser des cellules dendritiques pour ractivation de 
lymphocytes T sp6cifiques de tumeurs. on a teste Tactivite anti-tumorale des 
texosomes in vivo . 

20 Pour analyser une telle activite anti-tumorale. on a injecte des souris avec 

deux fois (10^) la dose tumorigene minimale de cellules tumorales d'une tumeur 
mammaire (cellules TS/A d'haplotype H2'^. syngeniques de cellules BALB/c) dans 
le flanc. Apr6s 3 ou 4 jours, les animaux ayant des tumeurs etablies ont 6t6 
inject6s deux fois (jour 3 et 4) avec des texosomes prepar6s a partir de 

25 sumageants de cellules TS/A ou comme controle negatif des texosomes de 
cellules MC38 (S. Rosenberg. NCI. Bethesda. U.S.A.) (cellule tumorale 
d'haplotype H2^) ou un volume similaire de PBS. La taille moyenne des tumeurs 
dans le groupe de souris inocul§es avec des preparations de texosonries de TS/A 
e^st tr6s diminu6e en comparaison avec les groupes de souris controle. Cet effet 

30 anti-tumoral est dependant des cellules T. car des souris Nude (souris mutantes 
depoup/ues de lymphocytes T) portant la tumeur et inoculees de fa9on similaire , 



eWSDOCIO: <WO 9903499A1JB> 



wo 99/03499 



47 



PCT/FR98/01431 



avec des pr6parations de texosomes, ne montrent pas de diminution de la 
masse tumorale (Figure 6B). 

Dans cette m§me s6rie d'exp§riences. on a observ6 un effet anti-tumoral 
des texosomes pr6par6s a partir de cellules de mastocytome P815 d'haplotype 

5 ce qui permet de penser que ces deux tumeurs expriment des antig^nes 

communs. Des r6sultats similaires ont §te obtenus avec un autre modele tumoral 
tres immunog6nique, le mastocytome P815 (syng6nique de souris DBA/2 et 
d'haplotype Ha"). Dans ce modele. on a montre que des texosomes injectes en 
intradermique dans le flanc d'une souris portant une tumeurs (P815) etablie au 

10 10eme jour (tumeur mesurant 80-100 mm^) ont capacity de mener a I'^radication 
de la tumeur dans plus de 60% des cas. De plus, ces souris montrent une 
immunity anti-tumorale 6 long terme (r6sultats non montres). Dans cette serie 
d'experiences. on a observe des effets anti-tumoraux de texosomes pr6par6s a 
partir de lymphocytes L1210 isoles a partir d'une leucemie murine d'haplotype 

15 H2'' et de cellules TS/A. ce qui indique que des epitopes communs existent 
6galement entre ces trois tumeurs (entre P815 et TS/A. p53 mut6e est commune 
aux deux tumeurs). 

Deux m6canismes pourraient §tre a la base de I'effet anti-tumoral des 

texosomes. 

20 Tout d'abord, une fois injectes. les texosomes pourraient activer 

directement les lymphocytes T de I'hote. sp6cifiques de la tumeur. De cette 
fa^on, une expansion clonals de lymphocytes T sp6ciflques de la tumeur ou un 
"priming" de cellules T pourrait avoir lieu. Une deuxleme hypothese implique une 
interaction directe des texosomes injectes avec les cellules dendritiques de 

25 I'h6te. Ceci pourrait alors stimuier la r6ponse anti-tumorale. Afin de tester cette 
deuxifeme hypothese. on a suivi la croissance de tumeurs dans des souris 
injectees en intraveineuse avec des cellules dendritiques deriv6es de la moelle 
osseuse charg6es avec des texosomes de cellules tumorales. Des souris DBA/2 
(IFFA CREDO, Orleans. France) ont ainsi et6 injectees avec deux fois (50 x 10^) 

30 la dose tumorig6ne minimale de cellules de mastocytome P815. Dix jours apr^s, 
chaque animal a 6te injecte avec 5x10^ cellules dendritiques charg6es. et de ce 
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fait sensibilis6es, avec 9 de texosomes. La taille moyenne des tumeurs dans 
ces conditions diminue de fa9on significative en comparaison avec des groupes 
de souris injectees avec du PBS ou avec des cellules dendritiques chargees de 
texosomes de cellules d'une tumeur controle MC38. En effet. plus de 60% des 

5 ■ animaux traites ne pr6sentent plus de tumeur ^ la fin de ['experience. De plus, 
des r6cidives n'ont pas §te observ6es a long terme (dans 80 % a 100 % des 
cas). II est . interessant de constater qu'une telle dose sous-optimale de 
texosomes injectee en intrademiique n'a pas d'effet. ce qui suggere que les 
cellules dendritiques peuvent preparer des dexosomes contenant les antig^nes 

10 tumoraux de fa9on beaucoup plus efficace que les cellules dendritiques du 
derme ou les cellules de Langerhans. On a obtenu des r6sultats similaires avec 
le modele de cellules de la tumeur du sein TS/A. 

Les r§sultats obtenus dans le cadre de Pinvention montrent que les 
texosomes sensibilisent les cellules dendritiques de fagon efficace. Ces cellules. 

15 ainsi sensibilis^es. ont la capacity d'induire des r^ponses anti-tumorales 
puissantes in vivo, et cela dans le cas de differerites tumeurs. Ces resultats 
sugg6rent que les effets anti-tumoraux observes apr6s I'inoculation directe de 
texosomes in vivo sont dus a la sensibilisation des cellules dendritiques de I'hote. 
D'une fagon remarquable. I'effet est observe apres une seule injection de cellules 

20 dendritiques sensibilis6es. La majorite des souris traitees montrent une 
regression tumorale complete ou une survie prolongee (de 60 jours centre 20 
jours dans le controle) due ^ la regression tumorale. 

La m§thode de sensibilisation des cellules presentatrices de I'invention 
25 possede differents avantages par rapport aux methodes de Part anterieur : 

I) elle ne n§cessite pas la connaissance pr6alable d'antig^nes tumoraux : 
ceci est particulidrement important puisque des antig^nes tumoraux ne sont pas 
connus dans la tr6s grande majorite des tumeurs ; 

il) le precede de I'invention peut etre appliqu6 ^ n'importe quelle tumeur 
30 produisant des texosomes ; sur plus de 1 5 Ilgn6es de cellules tumorales testees 
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^ ce jour, une seule ne produit pas de texosomes (une des six lignees de 

melanome test6es). 

iii) cette m6thode ne d6pend pas de I'haplotype du CMH du patient et des 
cellules tumorales. puisque les antigenes tumoraux presents dans les texosomes 

5 sont re-appr§t6s et pr6sentes aux lymphocytes T par des molecules du CMH des 
cellules pr6sentatrices d'antigdnes du patient ; 

iv) !e proc6de de I'invention peut en principe etre efficace entre tumeurs 
d'origines diff6rentes. puisqu'il existe des antigenes tumoraux communs non 
seuiement ^ un type particulier de tumeur (MART-A par exemple dans.le 

10 m6lanpme). mais aussi des antigenes communs ^ des tumeurs completement 
diff6.rentes (comme les molecules impliqu6es dans la tumorigen6se. p53 par 
exemple) ; 

v) I'utilisation de texosomes peut aussi se reveler efficace dans le 
traitement de tumeurs exprimant de faibles niveaux de molecules de classe I du 

15 CMH, ou n'en exprimant pas du tout (ces tumeurs repr^sentent 40-50% des 
cancers m6tastatiques humains). En effet. les texosomes permettent le transfert 
d'antig^nes intacts entre cellules tumorales et cellules dendritiques. ces 
antigenes 6tant ensuite pr6sent6s aux lymphocytes T par les mol§cules de.CMH 
de la cellule dendritique. Les resuitats preliminaires montrent que les texosomes 

20 permettent d'induire le rejet de tumeurs murines exprimant de faibles niveaux de 
molecules de classe I du CMH (comme MCA101. S. Rosenberg. NCI. Bethesda. 
U.S.A.). Ceci est probablement du au fait que les niveaux d'expression de 
molecules du CMH n6cessaires S t'induction d'une reponse immunitaire efficace 
sont beaucoup plus 6lev6s que ceux necessalres lors de la phase effectrice 

25 (cytotoxicit6 cellulaire) ; 

vi) les texosomes seuls constituent en eux-mdmes, par leur pouvoir 
immunog6ne une modalite. de vaccination prophylactlque ou th6rapeutique 
nouvelle et efficace. 

30 7, Les cellules dendritiques produisftnt des v6sicules membranaires 

j rpmunoa^ nes rPexosomes^ 
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Get exemple d6montre que les cellules dendritiques produisent des 
vesicules membranaires at que ces vesicules constituent des veslcules 
immunog^nes puissantes pour rimmunisation antitumorale. Ces vesicules sont 
particulierement ayantageuses puisqu'elles permettent d'6viter I'etape d'injection 

5 /n wVo des cellules dendritiques entieres dont elles proviennent. 

La th6rapie cellulaire dendritique n'offre pas la certitude du phenotype 
stable de la cellule inject6e. ni de I'homog^neite des compositions cellulaires 
.utilis6es. En administrant un produit stable secrete par ces cellules, c'est-a-dire 
les v§sicules membranaires sus-decrites. on offre a I'hdte porteur de tumeurs 

10 une garantie d'efficacit6 et de pouvoir immunisant. 

Dans cet exemple. des cellules dendritiques d6riv6es de moelle osseuse 
par traitement pendant 5 jours en GM-CSF+lL-4 (Mayordomo et al., 1995) ont 
6te incubees pendant 3 heures avec des exosomes de. cellules tumorales. Les 
cellules ainsi sensibilis6es ont ensuite ete cultivees en milieu acide pendant 18 

15 heures (afin de stimuler la production de vesicules). puis des vesicules ont 6te 
obsen/ees et r6coltees selon la methodologie decrite dans I'exemple 1. Afin de 
determiner leur pouvoir immunogene. ces vesicules ont ensuite ete incub6es in 
vitro avec des lymphocytes T cytotoxiques specifiques de I'antigene MART1 . Les 
r6sultats pr6sentes sur la figure 9 montrent que 0,6 pg de ces v6sicules 

20 membranaires. appelees DexTexFON (c'est-a-dire dexosome provenant de 
cellules dendritiques incub6es avec des texosomes provenant de cellules 
tumorales FON). permettent de stimuler directement la proliferation et la 
s6cr6tion d'IFNy de clones LT8 specifiques de MART-1 et c'est ce que ne peut 
pas faire 0.6 pg de dexosomes provenant de cellules dendritiques incubees avec 

25 des texosomes de cellules tumorales NUN : DexTexNUN (NUN 6tant une tumeur 
du rein. HLAA2 negative. MART-1 negative). Ces r6sultats montrent done (i) que 
les cellules dendritiques produisent des v6sicules membranaires et que ces 
v6sicules membranaires constituent un immunogene puissant. 

En outre, les rfesultats pr6sent6s sur la Figure 9C montrent que, de 

30 maniere Inattendue. la production de dexosomes pour les cellules dendritiques 
est un phenom^ne r6gule. qui peut etre stimule en presence de certaines cytokines 
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telles IFN-y et riL-10. Ainsi, les resultats presentes montrent que I'lFN-y ou I'lL-IO 
augmentent de mani^re significative (facteur 5 environ), la production de 
dexosomes. Des resultats cofnparables ont et6 obsen/6s avec nL-12. 

ft raractferisatinn des v^sinuies mem hrr^ n aires produites par les cellules 

5 ijfipriritiques. 

La capacite des cellules dendritiques ^ produire de v6sicules 
membranaires a tout d'abord et6 confimri6e sur des cellules dendritiques 
produites a partir de precurseurs monocytes humains et sur la iign6e de cellules 
dendritiques murines D1. 

10 La lignee cellulaire D1 et les conditions de maturation de cette lign^e ont 

6t§ d6crites par Wtnzler et ai. (J. Exp. Med. 185 (1.997) 317). 

Les cellules dendritiques deriv6es de precurseurs monocytes humains ont 
et6 obtenues a partir de la fraction adherente de cellules mononucl6es. 
pr6lev6es a partir de sujets sains, incubees 7-8 jours en milieu AIMV contenant 

15 de la L-Glu. des antibiotiques. 1000 Ul/ml de rhGM-CSF et de rhlL-4 (Schering 
Plough. Kenilworth. NJ, USA). Apr6s 8 jours de culture, les cellules faiblement 
adherentes et les cellules en suspension presentent une morphologie typique de 
cellules dendritiques, expriment des niveaux elev§s de molecules CMH I et II, 
ainsi que CD40 et CD86. La majeure partie de ces cellules est positive pour 

20 CD1a et CD11b et negative pour CD2. CDS, CD14. CD19 et CD83. 

Les analyses microscopiques de ces cellules ont fait apparaTtre la 
presence de v6sicules membranaires riches en molecules du CMH I et II. Ces 
v6sicules ont 6te isolees par centrifugations et analys6es en microscopie 
immuno-electronlque. Plus particuli6rement, les sumageants de culture des 

25 cellules dendritiques ont 6t6 r6coltes. centrifuges d 300 g pendant 20 minutes 
puis ^ 10 000 g pendant 30 minutes a 4''C, pour eliminer les cellules et les debris 
cellulaires. Les dexosomes ont ensuite 6te isol6s par une centrifugation a 100 
000 g pendant 1h a 4''C. suivie d'un lavage en PBS dans les memes conditions 
(centrifugation ^ 100 000 g pendant 1h a 4''C). La concentration en prot6ines 

30 dans les preparations de dexosomes a 6t6 mesur6e par la m6thode de Bradford 
(BioRad Protein Assay [BioRad]). 
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Les resultats obtenus montrent (Figure 10) une population homogene de 
v6sicules ayant un diametre compris entre 60 et 90 nm environ. Par ailleurs. plus 
de 95% des dexosomes sont marqu6s par des anticorps anti-CD63, anti-CD82, 
anti-MHC-l et anti-MHC-ll. 
5 Ces r6sultats confirment que les cellules dendritiques produisent des 

v6sicules membranaires pr6sentant des molecules de presentation des 
antig^nes ainsi que des nnolecules de co-stimulation iymphocytaire. 

9 I dexosnmes pr^ s pntftnt les anttn^nes dans UP contexte MHC-I 

rfiRtreint. 

10 L'une des caract6ristiques avantageuses des dexosomes reside dans la 

presence de molecules du CMH de classe I. Ces molecules sont en effet 
necessaires S la g6n6ration d'une r6ponse cellulaire efficace. et notamment ^ 
I'activation et a I'expansion de cellules CTL. La capacite des dexosomes a 
stimuler les lymphocytes CD8+ et le caractere specifique des lymphocytes 

15 obtenus ont done ete testes. 

Pour cela. les cellules dendritiques obtenues S partir de pr6curseurs 
monocytes humains (de sujets HLA-A2) ont tout d'abord ete sensibilis6es par 
"peptide pulsing"^ un antigfehe particulier. Dans ce but. les cellules (2X10 /ml) 
ont 6te incub6es pendant 3 a 12 heures, soit en presence de 10 pg/ml du 

20 peptide antig6nique MART-1/MelanA(27.35) . soit en presence de 10 pg/ml de 
peptide gpl 00(280-288) (controle) en suspension dans I'acide citrique a pH 3.7. 
Apres cette etape de sensibilisation. les dexosomes ont 6te isoles comme d6crit 
dans I'exemple 1. Les cellules du clone LT12 (clone de CTL HLA-A2 restreint, 
MART-1 (27-35) specifique) ont alors ete incubees (100 000 CTL par puits) avec 

25 des doses croissantes de dexosomes ou de peptides gpl 00 (controle) dans des 
plaques 96 puits pendant 5 jours. La secretion d'interferon gamma par les 
cellules a ensuite §t6 mesur6e par ELISA (Genzyme). 

Comme montre sur la Figure 11. les dexosomes portant le peptide MART- 
1 sont capables de stimuler la production d'interferon gamma par le clone LT12, 

30 de manifere dose-dependante. Au contraire, les dexosomes produits S partir des 



WiSOOCID; <WO ^9803499A1JB> 



PCT/FR98/01431 

WO 99/03499 

„ aend^ac^s puisnes avec ,e pep«de con.r6,e gp100 .exercen. aucn 

""tr:'ir— - - — .. C... e.pH..es par ,es 
dexosomes de nmention sont fonrfionnelles. 

^^^^^^ZT^Z^^^or:.. de nnven.,cn a .d ,re 

Hp rellules T sp6cifiques d'une tumeur. . At^ 

□e ce.^ d.ndr«i.ues Ctenues . part. d. moa„e osseuse on .te 
„n *luat acide de tumeur comportan. differents pepUdes 
charg^es avec un *luat acde sensibilisation des 

e.™. rrrirri-::: 

abondante de molecules du CMH de classe j ex 
' Zueurs CD86 e. ,e r.cep.eur . ,a t.nsferrine. Au contra.re b,en pu,.s 
rppaLen. dans ,es ,ysats ce,..a.es. ,es n,a..eu. H.M. 11 e. oalnex-ne sent 
jndetectables dans les preparations exosomales. 

Deux modules exp.r*n,enta.x de ..meurs on. ... cho.s.s pour ^e^s 
„ p„pr...s an„-.un.cra,es In v.o des dexoso.es de ''7-- 

Idele P815. es. un mas.ocy.ome agressit syng.n.que de DBA/2 (H2 ) pour 
™ , .'r.s peu d.mmuno.b.rap-,es e«icaces on. ... rapport.es sur des .umeur 
rab es au iour 10. Le mod.,e TS-A es. un carcimome mamma,re spoman. 
b in. lLnog.ne exprlman. des n.eaux p.s .a.les de molecules du 
„ CMH de Casse I. syng.nl.ue de BALB/c (H2^ Ues pep.ides 

Leurs P815 ou TS,A ..u.s par .raUemen. aclde on. ... charg.s sur les ce es 
syng.nlques dendri.iques. d.riv.es de ,a moelle osseuse. comme decn. 

.Cdemmen.. Les dexosomes on, ensuLe ... P^P-^. ^ Jl^'^^^f 
Lmagean.s de ces cellules dendritigues e. uUlis.es pour r,mmun,sa.,on .n v,vo. 
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Les souris femelles DBA/2J (H2'') et BALB/c {H2'') Sgees de six a huit 
semaines ont et6 achet6es au Laboratoire Iffa Credo. Lyon. France et 
maintenues dans des conditions d6pourvues de pathogene. Les souris nude ont 
6te maintenues dans un micro-environnement proteg6. Les cellules P815 ont ete 
5 foumies par T. Boon (Ludwig Institute. Belgique). Le modele TS/A a 6te foumi 
par Guide Fomi (Immunogenetic and Histocompatibility Center. Turin. Italie). 
Toutes les Iign6es tumorales ont et6 conservees dans du milieu RPMI 1640 
suppl6ment6 par 10% de s6rum de veau foetal d6pouivu d'endotoxine (Gibco 
BRL). 2 mM de L-Glutamine. 100 Unites/ml de penicilline. 100 mg/ml de 
10 streptomycine. acides amines essentiels et pyruvate. Ce milieu est §galement 
design6 dans ce qui suit : milieu CM. 
Prntocole et r6sultats. 

Deux fois la dose tumorig^ne minimale de cellules tumorales (5x10^ P815, 
10^ TS/A) ont ete inoculees en intrademnique dans la zone sup6rieure du flanc 

15 droit des souris DBA/2 et BALB/c respectivement. Les animaux pr6sentant des 
tumeurs TS/A etablies de trois k quatre jours ou des tumeurs P815 etablies de 
six d dix jours ont ensuite 6t§ immunis6s par une injection intradermique unique 
de 3 ^ 5 pg de dexosomes dans la partie inferieure du flan ipsilat6ral. Ces 
procedures ont ete effectuees de maniere similaire a la fois dans les animaux 

20 immunocompetents et dans les souris nude. Une seule injection therapeutique a 
6te r6alis6e pour cheque souris. La taille des tumeurs a et6 controlee deux fois 
par semaine et les souris orit 6te sacrifiees lorsqu'elles portaierit des tumeurs 
ulc6r6es ou d'une taille trop importante. Cheque serie d'exp6rience a 6t6 r6alis6e 
deux a trois fois en utilisant des groupes de cinq souris pour cheque traitement 

25 indjviduel. Les resultats obtenus sont present6s sur la figure 13. Comme le 
montre la figure 13B. le traitement de tumeurs P815 etablies au jour 10 (ayant 
une taille de 50 90 mm^) a pu etre r6alis6 par une seule administration 
intradermique de 3 ^ 5 pg de dexosomes par souris. En une semaine. la 
croissance tumorale s'est arr§t6e dans les groupes ayant regu les dexosomes 

30 deriv6s de cellules dendritiques charg6es avec le peptide tumoral autologue. et 
dans 40 a 60 % des souris. les tumeurs avaient disparu enti6rement au jour 60. 
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Ces animaux pr6sentent par ailleurs une r6ponse immune durable et ont 
rejete une injection supplementaire de P815 normalement I6tale pour des souris 
non trait§es. En revanche, ces souris ne sent pas protegees contra une injection 
du clone Ieuc6mique syng6nique L1210. ce qui montre bien le caractere 

5 immunosp6cifique de. I'effet obtenu. Enfin. les groupes de souris immunis6es 
avec des dexosomes controles (chargees avec des peptides de la rate de la 
souris) ne pr6sentent aucun effet anti-tumoral de m§me que les souris non 
trait6es. Ces r6sultats montrent done que les dexosomes charges en peptide 
tumoraux salon ['invention sont capables d'induire une regression tumorale in 

10 vivo. 

Des effets anti-tumoraux similaires ont et6 obtenus sur le modele de 
tumeur TS/A comprenant des tumeurs etablies aux jours 3/4. Dans cette s6rie 
d'exp6riences, toutes les souris presentaient un retard de croissance tumoral 
statistiquement significatif qui prolongeaient leur survie (figure 14). Get effet anti- 

15 tumoral n'a pas ete obsen/e dans les souris athymiques Nu/Nu comme indiqu6 
sur la figure 14B. ce qui montre que la pr6sence de cellules T est n6cessaire a 
I'expression de I'effet anti-tumoral des dexosomes de I'invention. 

De plus, rexp6rience suivante montre que les dexosomes stimulent 
directement une r6ponse CTL specifique dans les animaux presentant la tumeur 

20 P815. Les spl6nocytes de souris ayant rejet6 les tumeurs P815 apres 
immunisation avec des dexosomes ont ete r^coltes au jour 90 et cultives 
pendant cinq jours en presence de cellules P815 in-adiees exprimant I'antigene 
B7.1 pour augmenter la frequence de pr§curseurs sp§cifiques. Ces cellules 
effectrices ont et6 testees dans un essai de liberation du chrome contre (i) les 

25 cellules tumorales autologues P815 (H2*'). (ii) les cellules non apparentees 
L1210 et (ii) les cellules YAC. Une activite cytolytique sp6cifique significative a 
6t6 obsen/6e contre les cellules P815 dans les spl6nocytes de souris 
immunis6es avec les dexosomes (figure 1 5). De mani^re interessante, aucune 
des rates de souris rejetant spontan§ment la tumeur P815 ou pr§sentant des 

30 tumeurs P815 ne pr6sentent cette activite cytolytique dans les m§mes 
conditions. Ces r6sultats montrent qu'une injection unique de dexosomes selon 
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que ces dexosomes sont immunogenes at induisent une regression tumorale in 



vivo. 



Les dexosomes peuvent §tre obtenus dans des quantit6s relativennent 
6lev6es (1|jg par million de cellules dendritiques par dix-huit heures. selon I e test 
5 Bradford) ^ partir du milieu de cultures de cellules dendritiques (cellules 
dendritiques d§riv6es de moelle osseuse en presence de GM-CSF + IL4. Iign6es 
de cellules dendritiques D1 ou cellules dendritiques d6riv6es de pr6curseurs 
monocytes humains. isolees de cellules mononucl6ees du sang p6ripherique). 
Les dexosomes ont ete caract6ris6s sur le plan morphologique et biochimlque. 
0 Les v6sicules membranaires analys6es par microscopie immunoelectronlque 
repr6sentent une population homogene de vesicules ayant un diametre d'environ 
60 ^ 90 nannom^tres. Les pr6parations dexosomales sont apparemment 
depourvues de retrovirus, membranes plasmiques. constituant microsomaux ou 
corps apoptotiques. Les dexosomes surexpriment de maniere abondante les 
5 mol6cu|es du CMH de classe II. I. CD63 et CD86 comparativement aux 
membranes plasmiques. Aucun compartiment derive du reticulum 
endoplasmique n'a ete detecte dans les dexosomes par Western Blotting, en 
utilisant des anticorps anti-calnexine. Une mort cellulaire programm6e n'a pas pu 
etre mise en Evidence dans ces cultures en utilisant differentes conditions. De 
20 mani6re interessante. la production de ces vesicules apparaTt comme un 
ph6nom§ne r6gul6. La quantite de v6sicules semblent pouvoir §tre diminuee en 
induisant une maturation des cellules dendritiques. comme determine par le test 
Bradford. Western Blotting, et microscopie immunoelectronique. De plus, le 
niveau de secretion de ces v6sicules peut etre amelior6 de manifere significative 
25 en diminuant le pH du milieu de culture, ou en incubant les cellules en presence 
de certaines cytokines, ou encore en traitant les cellules dendritiques par 
irradiation. Ce phenom^ne est particuli^rement inattendu dans la mesure ou les 
cellules dendritiques immatures sont g6n6ralement consider6es comme ayant un 
faible pouvoir de presentation d'antig6ne et done une faible activit6 
30 immunologique. Les r6sultats pr6sentes montrent que ce sont. les cellules 
dendritiques S ce stade immatures qui possedent la propri6te de produire des 
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dexosomes de maniere efficace. Les r6sultats present6s montrent enfin que ces 
dexosomes sont capables de d^clencher une r6ponse par des cellules T 
efficaces ^ la fois in vitro et in vivo et qu'elles sont 6ga!ement capables d'induire 
la regression de tumeur in vivo. Ces v6sicules constituent done bien des 

5 candidats particuiierement attractifs pour des approches immunotherapies en 
systeme non-cellulaire. 

11. p^irification fl'sxcisome s par electronhor6se en phase fluidg 
Get exemple decrit I'utilisation d'une m6thode originate de purification 
d'exosomes bas6e sur I'electrophor^se en phase fluide. 

0 L'6lectrophor§se en phase fluide est une methode pr6parative de 

separation de composes biplogiques d'apr^s leur charge. Cette methode a et6 
utills§e pour s6parer des proteines par iso6lectrofocalisation. Cette methode peut 
presenter les avantages suivants : 

- c'est une methode preparative permettant une injection continue de 
15 materiel, et done la purification de grandes quantites de vesicules. 

- cette methode permet la purification des dexosomes en une ou deux 
etapes. eiimjnant potentiellement les etapes de centrifugation. 

Afin de determiner si cette methode est applicable d la purification 
d'exosomes, nous avons realise I'experience suivante : 

JO Une preparation de dexosomes isoies a partir d'un surnageant de cellules 

dendritiques murines par ultracentrifugation differentielle a ete injectee dans 
reiectrophcrese en phase fluide. dans les conditions habituelles decrites par 
Amigorena et al. (Nature. 369 (1994). 113). 40 fractions ont et6 recoltees et la 
concentration proteique dans chacune de ces fractions a ete determinee par ie 

25 test de Bradford (BioRad). afin de detecter la presence des dexosomes. Comme 
Ie montre la figure 17. 90% des dexosomes ont et6 trouv6s concentres dans 
quatre fractions d'EPF. La migration des dexosomes dans un pic etroit selon 
cette technologie demontre la faisabilite de I'electrophbrese comme methode 
d'isolement des dexosomes. 
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Tableau 1. Production de texosomes par des lignees de cellules 



tumorales murines et humaines. 
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RPVFMDICATIONS 

1. Vesicule deriv6e d'une cellule tumorals caract6risee en ce que : 

- elle est debarrassee de son environnement naturel. et 
5 . elle comprend une bicouche lipidique qui entoure una fraction 

cytosolique. 

2. Vesicule selon la revendication 1 caracterisee en ce que elle presente 
sur sa surface des molecules de classe I et/ou de classe II du compiexe nnajeur 
d'histocompatibilite (CMH). 

10 3. Vesicule selon la revendication 1 ou 2 caracteris6e en ce que elle 

pr6sente en outre sur sa surface des molecules d'adhesion et/ou des molecules 
de co-stimulation lymphocytaire.. 

4. Vesicule selon Tune des revendications 1 ci 3 caracteris6e en ce que 
elle pr6sente en outre sur sa surface des peptides antig6niques, eventuellement 

15 associes aux molecules de classe l/ll du CMH. 

5. V6sicule selon I'une des revendications 1 A 4 caract6ris6e en ce que 
elle contient dans sa fraction cytosolique des molecules antigeniques tumorales 
et/ou des immunomodulateurs et/ou chemo-attracteurs et/ou hormones et/ou des 
acides nucl6iques. 

20 6. V6sicule deriv6e d'une cellule tumorals caracteris6e en ce que elle 

possede un diametre compris entre 60 et 90 nm. elle presente sur sa surface des 
peptides antig6niques caracteristiques de tumeurs en association avec des 
molecules de classe I et/ou de classe II du compiexe majeur d'histocompatibilit§ 
(CMH) et elle pr6sente sur sa surface des molecules de co-stimulation 

25 lymphocytaire. 

7. Vesicule selon la revendication 6 caracterisee en ce qu'elle contient la 
proteine HSP70. 

8. V6sicule selon la revendication 6 ou 7 caracterisee en ce qu'elle est 
d§pourvue de la proteine gp96. 

30 9. Vesicule selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes 

caracterisee en ce qu'elle contient en outre un acide nucleique heterologue. 
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10. Proc6d6 de preparation de vdsicules selon Tune des revendications 1 
S 9 (texosomes) comprenant une premiere etape de mise ^ disposition d'un 
echantillon biologique et une seconde etape d'isolement de texosomes ^ partir 
dudit 6chantillon. 

5 11. Proc6d6 selon la revendication 10 caracteris6 en ce que Techantillon 

biologique est constitu6 de fractions mennbranaires, de sumageants de culture 
ou de lysats de cellules tunnorales. ou bien de suspensions tunnoraies fraTches. 

12. Proc§de selon la revendication 10 ou 11 caracteris6 en ce que 
Techantillon biologique est traits par un 6u plusieurs agents stimulant ia 

10 production de texosomes. 

13. Proc6de selon la revendication 10 caracteris6 en ce que risolement 
est effectu§ par centrifugation, electrophorese, chromatographie et/ou 
nanofiltration. 

14. Cellule pr6sentatrice d'antig6nes chargee en vesicule (texosome) 
15 selon Tune des revendications 1 S 9. 

15. Precede de preparation d'une cellule pr6sentatrice d'antigenes selon 
la revendication 14 comprenant les etapes d'incubation de cellules pr6sentatrices 
d'antig6nes en presence d*un ou plusieurs texosomes selon Tune; des 
revendications 1 S 7 et de r6cuperation des susdites cellules pr6sentatrices 

20 d'antig^ne charg6es ainsi obtenues. 

16. Vesicule membranaire debarrassee de son environnement naturel, 
s6cr6tee par des cellules pr6sentatrices d'antigfene chargees en vesicules selon 
Tune des revendications 1^9. 

17. Vesicule membranaire (designee dexosome) caracterisee en ce que 
25 elle derive d'une cellule dendritique, elle comporte une ou plusieurs molecules du 

compiexe majeur d'histocompatibilite de classe I. et elle comporte une ou 
. plusieurs molecules du compiexe majeur d'histocompatibilite de classe II. 

18. V6sicule selon la revendication 17 caract6risee en ce que elle 
comporte, en outre, une ou plusieurs molecules CD63. 
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19. V6sicule selon la revendication 17 ou 18 caracteris6e en ce que elle 
comporte. en outre, une ou plusieurs molecules CD82 et/ou CD86, de pref6rence 
au moins CD86. 

20. V6slcule selon I'une des revendications 17 S 19 caracterisee par un 
5 diam6tre compris entre 60 et 90 nm. 

21. Vesicule selon Tune des revendications 17 a 20 caract6ris6e en ce 
qu'elie comporte en outre un ou plusieurs peptides antig6niques. 

. 22. Vesicule selon I'une des revendications 17 § 21 caracteris6e en ce 
qu'eile d6rive d'une cellule dendritique immature. 
10 23. Vesicule selon I'une des revendications 17 a 22 caracterisee en ce 

qu'elie derive d'une cellule dendritique porteuse d'un ou plusieurs peptides 
antig6niques. 

24. Vesicule selon |a revendication 23 caracterisee en ce qu'elie derive 
d'une cellule dendritique incubee avec une v6sicule selon la revendication 1. 
15 25. Vesicule selon la revendication 23 caracterisee en ce qu'eile derive 

d'une cellule dendritique immortalisee. 

26. Procede de preparation d'un vesicule selon I'une des revendications 
17 a 25. comprenant une premiere etape d'obtention de cellules dendritiques ou 
de culture cellulaire comprenant des cellules dendritiques. une deuxieme etape. 

20 facultative, au cours de laquelle les cellules peuvent etre sensibilis6es a des 
antigenes d*int6ret, et une troisi^me etape comprenant la production de v6sicules 
^ partir de ces cultures cellulaires. 

27. Precede selon la revendication 26 caracterise en ce que la premiere 
etape comprend I'obtention de cellules dendritiques e partir de pr6curseurs 

25 monocytes ou de moelle osseuse. 

28. Procede selon la revendication 26 ou 27 caracterise en ce que la 
premiere etape comprend I'obtention de cellules dendritiques immatures, de 
preference humaines. 

29. Procede selon I'une des revendications 26 ^ 28 caracterise en ce que 
30 retape de sensibilisation est realis6e par mise en contact des cellules 

dendritiques avec des peptides, des antigenes, des cellules ou membranes ou 
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v6sicules exprimant des antig6nes ou des peptides antigeniques. des liposomes 
ou des acides nud6iques, 6ventuellement incorpor6s dans des vecteurs 
chimiques ou viraux. 

30. Proc6d6 selon Tune des revendications 26 ^ 29 caract6ris6 en ce que 
5 retape de preparation des v6sicules comporte une premiere etape, facultative, 

de traitement des cellules, suivie d'une seconde etape d'isolement des v6sicules. 

31. Proc6de selon la revendication 30 caract6ris6 en ce que les cellules 
dendritiques sent trait^es par culture en presence de cytokines favorisant Tetat 
immature, par irradiation, ou en diminuant le pH de la culture, ou en combinant 

10 ces diff6rents types de traitement. 

32. Proc6de selon la revendication 30 caracterise en ce que Tisolement 
des v6sicules est realise selon la revendication 13. 

33. Proc6de de preparation de v6sicules membranaires deriv6e d'une 
cellule comprenant au moins une etape de separation par electrophoreses 

15 chromatographie ou nanofiltration. 

34. Utilisation ; 

- de texosomes selon Tune des revendications 1 a 9, ou 

- de cellules presentatrices d'antigenes selon la revendication 14, ou 

- de dexosomes selon I'une des revendications 16 e 25, pour la stimulation 
20 et eventuellement Tamplification in vitro de lymphocytes T specifiques 

d'antigenes contenus dans les susdits texosomes, cellules presentatrices 
d'antigenes ou dexosomes, ou de lymphocytes B, et notamment pour la 
stimulation et ramplification in vitro de lymphocytes T. 

35. Utilisation de texosomes selon I'une des revendications 1 a 9, ou de 
25 cellules presentatrices d'antigenes selon la revendication 14, ou de dexosomes 

selon I'une des revendications 16 e 25. pour la selection ex vivo d'un repertoire 
de lymphocytes T, susceptibtes de reconnaltre des antig6nes specifiques 
contenus dans les susdits texosomes, cellules presentatrices d'antig6ne ou 
dexosomes. 

30 36. Medicament comprenant a titre de substance active un ou plusieurs 

texosomes selon I'une des revendications 1 e 9, cellules presentatrices 
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d'antigenes selon la revendication 14, et/ou dexosomes selon Tune des 
revendications 16 ^ 25, en association avec un v6hicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

37. Medicament selon la revendication 36 pour le traitement des cancer. 
5 nnaladies infectieuses et parasitaires. 

38. Medicament selon la revendication 35 ou 36 caracxteris6 en ce qu'il 
comprend en outre un agent stabilisant. 

39. Association de texosomes et/ou dexosomes et d'un adjuvant 
immunostimulant, en vue d'une utilisation simultan6e, s6paree ou espacee dans 

10, le temps. 

40. Utilisation d'un dexosome selon Tune des revendications 16 a 25 pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des 
cancer, maladies infectieuses et parasitaires. 

41. Utilisation de Tinterferon gamma, de Tinterleukine 10 et/ou de 
15 rinterieukine 12 pour la production de dexosomes. 
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